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INTRODUCCION Y JUSTIFICACIÓN 
 
Desde  su  descripción  en  los  años  70,  los microorganismos  productores  de  β‐lactamasas  de 
espectro  extendido  (BLEE)  se  han  ido  convirtiendo,  progresivamente,  en  un  problema  de 
primer  orden  dentro  de  la  patología  infecciosa  actual.  Inicialmente  generaron  una  alarma 
considerable,  al  tratarse,  al  menos  desde  un  punto  de  vista  teórico,  de  enzimas  de  3ª 











de BLEEs del  grupo CTX‐M  y  su  expansión,  relativamente  rápida, ha modificado de manera 








   
Este  comportamiento  epidemiológico  peculiar  está  claramente  asociado  a  los  elementos 
genéticos que albergan la información que permite a los organismos producir estas enzimas, y 
a su  forma  transmitirse. Los estudios muestran cómo, con gran  frecuencia, microorganismos 
productores de la misma BLEE, e incluso microorganismos productores de los mismos perfiles 
de BLEEs múltiples, no están en absoluto emparentados desde el punto de vista genético. Ello 
se debe a que  la difusión de  la producción de BLEEs no se asocia a  la difusión de una o unas 
cuantas cepas muy próximas genéticamente y portadoras de unas determinadas capacidades 














1. Conocer  los  elementos  genéticos  a  los  que  se  asocian  las BLEEs más  frecuentes  en 
nuestro ámbito. 
2. Conocer si esos elementos genéticos son  los mismos en cepas productoras de BLEEs 
múltilples,  de  modo  que  aparecen  en  la  misma  cepa  por  simple  acumulación  de 
elementos  móviles,  o  si  por  el  contrario  esta  producción  se  asocia  a  elementos 
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clínico de  la penicilina, y  tan  sólo algunas  sustancias más, como el Salvarsán, el Prontosil,  la 
estreptomicina  y  la  sulfapiridina,  se  utilizaban  como  agentes  antibacterianos.  En medio  de 
aquel  estrecho  panorama  terapéutico,  y  con  lo  que  a  día  de  hoy  ya  podemos  intuir,  su 
afirmación cobra si cabe, mucho más valor. 
  
Las  bacterias  que  nos  rodean  poseen,  aparentemente,  una  capacidad  casi  ilimitada  para 
evolucionar hacia  formas resistentes a  las agresiones externas. El mundo actual, sumamente 
globalizado,  facilita  el  encuentro  de  diferentes  poblaciones  bacterianas  y  la  consecuente 
comunicación  entre  ellas,  dotando  a  las  bacterias  de  herramientas  para  poder  adaptarse  a 




















expulsión  activa  de  ciertos  antimicrobianos.  Los  mecanismos  de  resistencia  adquiridos 
incluyen  tanto  mutaciones  en  genes  diana  para  determinados  antimicrobianos,  como 
adquisiciones  de  determinantes  de  resistencia  vehiculados  en  bacteriófagos,  plásmidos, 
transposones  y  otros  elementos  genéticos  móviles.  Las  mutaciones  alteran  el  ADN  pre‐
existente,  pero  no  añaden  nuevos  genes  completos.  La  segunda  opción,  la  transferencia 
genética  horizontal,  amplía  el  genoma  de  la  bacteria  receptora  a  partir  de  otra  portadora 
inicial.  
 
Esta  transferencia  horizontal  de material  genético  intercelular,  requiere  de  alguno  de  los 
siguientes procesos de intercambio genético (Frost, 2005):  
- Transformación,  donde  la  bacteria  capta  ADN  libre  del  entorno.  Fue  el  primer 
mecanismo descubierto de transferencia horizontal de genes, entre procariotas.  
- Conjugación,  proceso  que  requiere  de  un  contacto  directo  célula  con  célula.  Los 
elementos genéticos móviles que participan en este tipo de transferencia horizontal de 




   
- Transducción,  forma de  transferencia de ADN mediada por ciertos virus bacterianos 
que  se  replican  de  forma  independiente,  llamados  bacteriófagos,  que  captan 





la  localización genética de un determinado  fragmento de ADN dentro de  la misma célula. Se 
trata de transposones, integrasas y el elemento ISCR (Bennett, 2008). La transferencia llevada a 
cabo por este  tipo de elementos, ya  sea entre diferentes moléculas de ADN o dentro de  la 
misma, implica necesariamente algún tipo de proceso de recombinación, lo cual puede incluir 
o no replicación posterior. Gracias a estos movimientos recombinatorios, un mismo plásmido 
puede  acumular diversos  genes de  resistencia  sin que ocurra ningún  evento  replicativo;  sin 





















replica  de  forma  autónoma  y  autorregulada,  y  que  puede  ser movilizado  entre  diferentes 
células  bacterianas  a  través  de  un  proceso  denominado  conjugación.  A  pesar  de  que  los 
plásmidos codifican  los genes necesarios para  la  iniciación de su replicación,  lo cierto es que 










Los plásmidos no  son  imprescindibles para  la  supervivencia  celular,  ya que, a diferencia del 
cromosoma,  no  codifican  los  genes  esenciales  para  las  funciones  celulares;  sin  embargo,  a 
menudo codifican genes que permiten a  la bacteria portadora adaptarse mejor a condiciones 
externas  adversas  o  competir  en  superioridad  con  otros microorganismos  para  ocupar  un 
nicho  ecológico.  Está  ampliamente  documentada  la  participación  de  los  plásmidos  en  el 
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soporte y movilización de genes de resistencia antibiótica y otros componentes tóxicos, en  la 
mayoría de especies bacterianas de interés médico. Este hecho, sumado a la capacidad de los 
mismos  de  transferirse  entre  diferentes  especies  bacterianas  es  de  primordial  importancia 
para  el  entendimiento  de  la  evolución  de  las  poblaciones  bacterianas.  La  secuenciación 
completa  de  plásmidos  ha  llevado  al  conocimiento  de  otras  piezas  fundamentales  en  la 
movilización genética, como son los transposones e integrones presentes en los mismos, y de 
cómo éstos participan  también en  la  transmisión de  la resistencia a agentes antimicrobianos  
(Cantón, 2003; Dobrindt, 2001). 
 













de  forma  autónoma.  A  los  plásmidos  con  esta  capacidad,  que  son  la  mayoría,  se  les  ha 
denominado  replicones,  esto  es,  estructuras  de  ácidos  nucleicos  con  capacidad  de 
autorreplicación, al igual que lo son los cromosomas y el ADN de los fagos. Los plásmidos que 
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El hecho en si de  la autorreplicación no es suficiente para asegurar  la continuidad en  la  línea 
















Cada  tipo de plásmido  se  replica por uno de  estos mecanismos,  lo  cual  viene determinado 
junto a otras propiedades, por los genes localizados en una región específica y esencial para el 
plásmido  que  se  encarga  del  proceso  de  replicación  y  su  control.  Dentro  de  esta  región 
esencial se agrupan genes y secuencias fundamentales, como son:  
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- el  origen  de  replicación,  ori,  característico  de  cada  replicón.  Un  plásmido  puede 
poseer  más  de  un  ori  (“plásmidos  compuestos  multi‐replicón”)  y  funcionar  cada 
origen de manera simultánea e independiente.  
- los  genes  implicados  en  el  necesario  control  de  la  replicación.  Una  función 
relacionada  se  suma  a  ésta:  el  control  del  número  de  copias  de  un  plásmido  por 
célula.  
- adicionalmente,  la mayoría de  los plásmidos son portadores de un gen que codifica 
una  proteína,  denominada  proteína  Rep,  que  funcionará  como  primer  de  la 




especificidad  de  molécula  (Actis,  1999).  Estas  proteínas  codificadas  por  el  propio 
plásmido, no solo cumplen funciones como iniciadores de la replicación, sino que son 





Este modelo de  replicación  implica  la apertura de ambas hebras parentales en el origen de 




una  síntesis  acoplada,  acompasada.  En  el  caso  de  replicaciones  unidireccionales,  una  única 
horquilla de replicación se desplaza a  lo  largo de toda  la molécula hasta alcanzar de nuevo el 
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  Figura 1. Replicación plasmídica theta. Modelo A: unidireccional; modelo B: bidireccional (Snyder, 1997) 
 









   




















- Plásmido  R1:  El  inicio  de  la  replicación  en  ellos  depende  de  la  proteína  iniciadora 
plasmídica,  RepA.  En  el  delimitado  origen  de  replicación  de  188  pb  de  estos 
plásmidos, se puede diferenciar: una secuencia de 9 pb para  la unión de DnaA, una 
región adyacente de 100 pb para la unión de RepA y a continuación una región rica en 
A‐T.  El  estudio  de  este  ori  reveló  que  existen  dos  sitios  de  unión  para  RepA:  uno 
preferente, contiguo al de DnaA (sitio‐1) y otro, adyacente a la región rica en A‐T, de 
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- Plásmido  ColE1:  Este  plásmido  ampliamente  conocido  habita  de  forma  natural  en 
cepas de E. coli que gracias a él, producen una bacteriocina  llamada “colicina‐1” que 
las defiende  frente a otras cepas de E. coli. Es el prototipo de plásmido de pequeño 
tamaño  multicopia  que  se  replica  por  este  tipo  de  mecanismo.  No  requiere  de 
ninguna proteína iniciadora codificada por él mismo, y sí de la participación de la ADN 
polimerasa‐I del hospedador para el  inicio de  la  replicación. Entre otras secuencias, 
en  su  origen  de  replicación  de  1  kb  se  pueden  diferenciar  las  secuencias  que 











descrito  es  el plásmido RSF1010 de  E.  coli.  Los miembros de  esta  familia  requieren de  tres 











Figura 2. Replicación por desplazamiento de hebras. a) Esquema del origen de replicación. RepB (primasa) interactúa con 
secuencias repetidas invertidas (flechas opuestas) y RepC en iterons. b) La replicación ocurre desde dos orígenes con polaridades 
opuestas que funcionan de forma independiente. La actividad primasa de RepB no está representada (del Solar, 1998)  
En una primera etapa, RepC se une a los iterons de ori. RepA, lo hace en una región rica en A‐T 
muy  próxima  al  sitio  de  unión  de  RepC.  Su  actividad  helicasa  implica  la  separación  de  las 
hebras,  dejando  al  descubierto  los  sitios  ssi.  Éstos  se  activan  precisamente  cuando  se 
encuentran  en  estado monocatenario  y  posibilita  la  unión  de  RepB. Gracias  a  su  actividad 







   
2.1.3. Replicación RC (Rolling circle) 
 
Este  es  un  proceso  de  replicación  unidireccional  y  asimétrico,  ya  que  la  síntesis  de  ambas 
hebras está desacompasada. Se conocen hasta cuatro grupos de plásmidos que se replican por 





En este mecanismo de  replicación, una proteína propia del plásmido, Rep,  corta una de  las 








Figura 3. Replicación plasmídica. Modelo C: Rolling circle (Snyder, 1997).   
El proceso  finaliza con  la  formación de una molécula de doble cadena  formada por  la nueva 
hebra  sintetizada  más  la  antigua  hebra  parental  no  replicada,  y  una  molécula  de  ADN 
monocatenario  correspondiente  a  la  antigua  hebra  parental  principal,  como  producto 
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intermedio  del  proceso.  Esta molécula  intermedia  sencilla  es  convertida  en  ADN  de  doble 
cadena por proteínas propias del hospedador que inician el proceso de replicación en un sitio 
específico  de  esta  hebra  parental  principal,  diferente  y  distante  de  dso,  llamado  “sso”  (del 
inglés:  single  strand  origin).  La  replicación  de  esta  hebra  parental  no  involucra  a  ninguna 




una molécula en particular. Una  característica  interesante es que  los dos primeros, parecen 
funcionar eficazmente solamente cuando se hallan en sus hospedadores nativos. Sin embargo, 








donde  éste  se  puede  replicar.  Esta  característica  viene  determinada  generalmente  por  la 
región ori. Divide  a  los plásmidos en dos  grandes  grupos:  aquellos  con un  amplio  rango de 







   
resistencia  a  ampicilina,  tetraciclinas  y  kanamicina,  RSF1010  (IncQ),  y  plásmidos  con 
mecanismo RC en Gram positivos como pUB110 y pC194 en S. aureus, poseen un amplio rango 
de hospedadores. Otros plásmidos  con esta misma  característica  son  los que pertenecen al 
grupo IncA/C (Llanes, 1996) e IncP (Zechner, 2004). 
 
Existe una barrera  considerable  entre Gram positivos  y negativos.  La mayoría de plásmidos 
aislados  en  bacterias  Gram  negativas  no  se  replican  en  Gram  positivas  y  viceversa.  Los 







para asegurarse  la herencia tras  la división celular, cuidando de que no sea ni  insuficiente ni 




por poseer un alto número de  copias por  célula de  los que  se hallan en bajo número.  Los 






   
El control del número de copias está regulado por sistemas codificados por el propio plásmido, 
que  modulan  la  velocidad  de  iniciación  de  la  replicación.  Dado  que  la  replicación  en  los 
plásmidos es auto‐catalítica,  la estrategia  reguladora primaria es  la  inhibición. El  sistema de 
control de la replicación de un plásmido debe ser capaz de detectar y corregir las fluctuaciones 




donde  para  que  se  produzca  un  asentamiento  exitoso  del  plásmido  al  introducirse  en  un 
nuevo hospedador, éste debe replicarse rápidamente antes de su división celular. Este estado 
implica  una  sobreproducción  del  mismo  antes  de  alcanzar  su  número  de  copias 
predeterminado (N). En la segunda fase, la del estado estacionario, el objetivo es mantener N. 




El control de  la replicación a  través de  inhibidores  implica que se pueda controlar de alguna 
manera  la  concentración  de  copias/célula.  Esto  se  logra  o  bien  a  través  de  un  inhibidor 






















la  síntesis  de  un  ARN  antisentido  inhibidor.  Los  ARN  antisentido  son  moléculas 
complementarias a una  región del extremo 5’ del ARN esencial. Estos ARN  inhibidores    son 





de  regulación  por  ARN  antisentido,  dependiendo  del modo  en  el  que  se  desarrolle  dicha 
inhibición. A continuación se detallan tres ejemplos diferentes: 






   
3’‐OH  libre que es lo que hace las funciones de primer para iniciar la síntesis de ADN. 
Este hecho ocurre durante cierto tiempo, de modo que la célula va acumulando varias 
copias  de  ColE1. Mientras  tanto,  la  célula  va  acumulando  otro  producto,  un  “ARN 





actuar y  suministrar ese extremo 3`  libre. Como  se ha dicho previamente, ARN‐I es 
sintetizado por un promotor constitutivo y es inestable. 
 
- Otro  caso  es  el  del  plásmido  R1,  donde  el  control  tiene  lugar  al  impedirse  la 
traducción  del  gen  repA,  inhibiendo  para  ello  la  síntesis  de  una  primera  proteína 













   
La actividad de prepA provoca que el plásmido se replique hasta que alcanza su número 
de  copias. A partir de ese momento CopB  inhibe a prepA y el gen  repA es  transcrito 
solamente  por  pcopB. Una  vez  alcanzado  el  número  de  copias,  la  regulación  pasa  a 
cargo  del  elemento  principal,  CopA.  Es  un ARN  inestable,  cuyo  gen  (copA),  que  es 
transcrito por un promotor  constitutivo,  se halla en  la hebra opuesta a  repA en  su 
región  inicial.  El  producto  generado  es  por  tanto  complementario  al  transcrito  de 
dicha región inicial de repA, a la que se denomina tap. Dada esta complementariedad, 
los  productos  CopA  y  CopT  (tap)  hibridan  formando  un  ARN  de  doble  cadena,  e 
inhiben  la síntesis de RepA al  impedir  la traducción de este gen tap que codifica una 
proteína  iniciadora, necesaria para  la traducción del propio RepA. El complejo CopA‐
CopT  es  hidrolizado  por  una  RNasa  III,  y  esto  inutiliza  el  ARNm  CopT  y  paraliza  la 
síntesis  proteica  de  RepA.  La  regulación  de  la  replicación  en  R1  depende  de  la 
concentración de CopA y ésta de la concentración del plásmido en la célula. 
 
- Por  último,  el  plásmido  pT181  posee  un mecanismo  especial  de  control,  donde  la 





En  este  modelo,  ambos  elementos,  actuando  en  diferentes  dianas  pero  con  idéntica 
importancia,  pueden  corregir  N  en  el  estado  estacionario.  Dos  familias  de  plásmidos 
representan este sistema: pMV158 y pIP501. Al contrario que  los sistemas de regulación que 
emplean únicamente un ARN antisentido como inhibidor, el promotor que dirige la expresión 
del  gen  rep  esencial  en  estos  plásmidos  no  es  constitutivo  pero  sí  está  regulado  por  una 
proteína Cop.  
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El modelo  detallado  anteriormente  para  el  plásmido  R1,  entraría  dentro  de  una  categoría 
intermedia, ya que controla N codificando una proteína como elemento inhibidor secundario o 





Otra diferencia  fundamental  con  los  sistemas que emplean únicamente un ARN  antisentido 




de  transcripción de  rep. Esto  representa una  ventaja para  los plásmidos  regulados por este 
segundo  sistema  durante  el  estado  inicial,  ya  que  pueden  replicarse  rápidamente 
disminuyendo  la  cantidad  de  células  libres  del  plásmido  en  bacterias  recién  colonizadas.  El 






directas  llamadas  iterons. Poseen característicamente de 17 a 22 pb y hay entre  tres y siete 
copias por región (Snyder, 1997). Los iterons de un mismo plásmido muestran un alto grado de 
conservación  de  secuencia  entre  ellos.  Son  característicos  de  cada  plásmido  y  son  sitio  de 
unión  específico  para  estas  proteínas  iniciadoras.  Suelen  existir  copias  adicionales  de  los 
iterons a cierta distancia de ori (Chattoraj, 2000).  
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La saturación de los iterons de ori con la proteína iniciadora permite el inicio de la replicación. 
Algunos plásmidos  (P1, F y RK2) poseen un segundo grupo de  iterons  fuera de  la  región ori, 
probablemente  para  un  control  más  estricto  de  su  replicación,  ya  que  todos  ellos  son 
plásmidos de bajo número de copias. El hecho de que la deleción in vitro de estos otros iterons 
provocaba  un  aumento  en  el  número  de  copias,  ha  llevado  al  postulado  actual  de  que  los 
iterons son también inhibidores de la replicación (Paulsson, 2006). 
 
Cuatro mecanismos basados en  iterons pueden  limitar  la  iniciación en plásmidos, pero antes, 







De  los cuatro mecanismos  (figura 4) que se detallan a continuación,  los  tres primeros hacen 
referencia a una  limitación para el  iniciador  (RepA) y solo el último  implica  inactivación del 





   
 
Figura 4. Mecanismos de control del inicio de la replicación en plásmidos basados en iterons. El segmento de 
flechas continuas representa los iterons. Los círculos, RepA en monómero y dímeros  (Paulsson, 2006). 
 
 
- (1) Autorregulación transcripcional: se reduce  la síntesis de  iniciador RepA. La unión 
de  los  monómeros  a  los  iterons  de  ori  tiene  un  doble  papel  de  iniciación  y 
autorrepresión. Se trata de un mecanismo de homeostasis ampliamente conocido en 
la naturaleza, por  el  cual  es posible mantener  los  niveles de un producto  genético 
dentro  de  unos márgenes  estrechos.  La  unión  de  la  proteína  (como  dímero)  a  su 
región  promotora  (IR)  bloquea  la  transcripción  del  propio  gen.  Un  importante 
incremento  en  el  número  de  copias  de  plásmido,  sólo  implica  un  muy  pequeño 
aumento en la concentración de iniciador. Así la concentración de RepA se mantiene 
dentro de unos  límites y  la  iniciación de  la  replicación está estrictamente  regulada. 
Pero  este  mecanismo  no  es  suficiente  para  evitar  el  exceso  de  replicación.  Para 
prevenirla,  el  nivel  de  iniciador  tras  un  episodio  de  replicación  debe  disminuir  por 
debajo del nivel que permitió la replicación en primer lugar.  
En P1 no existen IR y el promotor del iniciador se halla dentro de  los propios iterons 





   
- (2) Dimerización:  como  se ha  expuesto,  los dímeros no  están bien  adaptados para 
unirse a  los  iterons y son por  lo  tanto  inactivos como  iniciadores. Sin embargo sí se 
unen a  las  IR que son parcialmente homólogas a  los  iterons para  inhibir el promotor 
del iniciador. Es posible que la dimerización de la proteína sea una manera de limitar 
la disponibilidad de los monómeros como iniciadores, más que un simple mecanismo 
de  autorregulación,  y  poder  retrasar  así  el  inicio  de  la  replicación. Actualmente  se 




reajusta  distribuyéndose  a  los  oris  de  las  copias  hijas  o  incluso  a  los  iterons    que 








una  proteína  en  forma  de  dímero  crea  un  puente  entre  dos monómeros  unidos  a 
iterons   de diferentes orígenes, de tal  forma que se crea una estructura tetramérica 
monómero – dímero – monómero. A altas concentraciones de plásmido, la presencia 
de dímeros hace más probable  la  inactivación de  la  replicación por este mecanismo 
que  el  potencial  incremento  de  la  iniciación  que  se  podría  dar  por  un  pequeño 
incremento  en  la  cantidad  de  RepA‐monómero.  Adicionalmente,  el mecanismo  de 
esposado puede colaborar con el de auto‐represión, ya que puede reducir el nivel de 
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proteína  iniciadora  (monómero)  tras  una  replicación,  y  generar  así  un  control 
homeostático  sin  llegar  a  generar  inactivación  de  ori,  ya  que  las  reacciones  de 
esposado se dan con alto número de copias de plásmido. La ratio dímero/monómero 
es  el  parámetro  crítico  que  decide  entre  iniciación  e  inactivación  y  depende  de  la 






La  forma de evitar  la pérdida del plásmido en  la herencia vertical es  responsabilidad de  los 
sistemas de partición. Estos  sistemas  se aseguran de que al menos una  copia  vaya en  cada 
célula hija por cada ciclo celular. Por el simple hecho de que una célula se divida en dos, no 
implica  que  se  repartan  equitativamente  las  copias  que  contenga  de  un  plásmido 
determinado, sobre todo si se trata de plásmidos de bajo número de copias (F, P1, R1). Si no 












   
Estas dos últimas proteínas se unen en el sitio parS  formando un complejo núcleo‐proteico. 
Estos elementos actúan de forma independiente a la región de replicación de su replicón (ori). 
Se  conocen  dos  tipos  de  ATPasa,  y  los  sistemas  de  partición  se  pueden  dividir  en  dos  en 
función de cuál de ellas posean. El primero posee una ATPasa relacionada con la superfamilia 
de Walker‐box  que  entre  otros  agrupa  a  los  plásmido  F  y  P1.  El  plásmido  R1  pertenece  al 
segundo grupo cuya ATPasa pertenece a la superfamilia actin/hps70. 
 
ParB  se une  al  sitio parS  (figura 5).  Este  complejo  se puede  agrandar  gracias  a  la unión no 
específica  de  más  moléculas  ParB  al  ADN  de  alrededor.  Las  ATPasas  ParA  reconocen  su 
plásmido interactuando específicamente con ParB en el complejo. Ese hecho provoca que ParA 
















a  alguna  característica.  Los  primeros  intentos  de  hacerlo  en  base  al  tipo  de  genes 





ser  heredados  de  forma  estable  en  ausencia  de  presión  selectiva  externa.  Esto  es,  si  la 
introducción  de  un  segundo  plásmido  desestabiliza  la  herencia  del  primero  estos  dos  son 
incompatibles.  Este  fenómeno  es  consecuencia  de  compartir  elementos  de  herencia 
plasmídica, como son los mecanismos de replicación o partición (Novick, 1987; Actis, 1999), y 
no a la existencia de genes específicos de incompatibilidad. En relación a estos elementos, los 
plásmidos han sido agrupados en diferentes grupos de  incompatibilidad y ya a  finales de  los 
años  ’80  se  creó  un  sistema  para  poder  tipificarlos  y  clasificarlos  (Couturier,  1988).  Sólo 





Este  tipo  de  incompatibilidad  se  basa  en  el  hecho  de  que,  si  dos  plásmidos  co‐residentes 




   
Figura 6:  Visto un proceso de partición normal, la 
introducción de un plásmido nuevo (en naranja) 
haría que dependiese del azar que se heredara o no 
en la progenie celular si comparten el mismo 













no  fuese  aleatorio.  Si por  el  contrario,  ambos plásmidos poseyeran mecanismos de  control 
diferentes,  cada  sistema  regularía  su  propio  número  de  copias,  heredándose  de  manera 
estable. 
 






   
5. CONJUGACIÓN 
 
La  conjugación permite  la  transferencia de ADN  entre diferentes  células,  a diferencia de  la 
transformación que es una captación exógena de ADN del entorno. Tanto la conjugación como 
la  transformación,  implican  el  transporte  de  ADN monocatenario  a  través  de  una  o más 
membranas.  El  tercer  mecanismo  de  transferencia  intercelular  genética,  la  transducción 
(bacteriófagos), conlleva el pase de moléculas de ADN de doble cadena (Chen, 2005).  
 
La  mayoría  de  las  bacterias  y  algunas  de  las  especies  arqueanas  codifican  sistemas  de 
conjugación, y existen varias  clases de elementos genéticos móviles que utilizan esta vía de 
propagación,  incluyendo  los  plásmidos  conjugativos,  los  plásmidos  movilizables  (Bennett, 
2008), y una serie de elementos conjugativos recientemente agrupados en una denominación 









Todas  las  células  portadoras  de  un  plásmido  auto‐transferible  (plásmido  conjugativo)  son 
células  donadoras  potenciales.  Para  poder  conjugarse  con  otras,  producen  una  estructura 
proteica,  llamada  pilus  sexual  que  facilita  el  proceso.  Pero  existen  diferentes  sistemas  de 
transferencia  por  conjugación  en  el  extenso  mundo  de  los  plásmidos  bacterianos.  Estos 
sistemas  están  codificados  por  los  genes  tra.  Estos  genes  están  localizados  distantes  de  la 
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región ori, donde se concentraban los genes implicados en el proceso de partición, replicación 
y  pertinente  control  y  que  clasificaban  a  los  plásmidos  en  diferentes  grupos  de 
incompatibilidad. No  existe  a  priori  ninguna  correlación  entre  los  genes  tra  y  aquellos  que 
definen a un plásmido.  Sin embargo  sí  se ha podido demostrar una  correlación entre estos 
sistemas  de  transferencia  y  los  grupos  de  incompatibilidad.  Existe  una  razón  que  lo  apoya: 
algunos productos del sistema de transferencia inhiben la entrada de plásmidos con el mismo 
sistema “Tra”. Si  los genes  tra no se correlacionasen con  los grupos de  incompatibilidad, un 
plásmido  podría  transferirse  a  una  célula  que  ya  posee  uno  del  mismo  grupo  de 
incompatibilidad, y una vez dentro, uno de  los plásmidos  se perdería en  la  línea celular. De 
esta  forma,  se dice que  los plásmidos del  tipo  F usan  el  sistema de  transferencia  conocido 




una  proteína  llamada  pilina.  Este  apéndice  sobresale  de  la  superficie  celular  y  posibilita  el 
empareamiento  con otra  célula  receptora  (que no ha de  contener  el plásmido que  se  va  a 
transferir) al retraerse hasta juntar por completo ambas células. Es entonces cuando se forma 
un poro entre ambas superficies  (figura 7). Esto genera una señal que hace que comience el 
proceso  de  transferencia  del  plásmido. Otro  de  los  productos  codificados  por  el  grupo  de 
genes  tra desarrolla una actividad endonucleasa específica, que corta una de  las hebras del 
plásmido objeto, en un sitio determinado, oriT, diferente del origen de replicación (ori). 
   
 




ocurre,  otros  dos  procesos  dan  comienzo:  por  un  lado  la  replicación  de  la  hebra  sencilla 
parental en la célula donadora, se cree que a partir del extremo 3’ libre generado en el oriT de 
la hebra desplazada, en un proceso de replicación similar al mecanismo RC. Por otro  lado,  la 
replicación de  la hebra  transferida al  transconjugante. La  replicación de esta  segunda hebra 
depende  generalmente  de  una  primasa  codificada  y  generada  previamente  en  la  célula 
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donadora,  cuando  aún  el  plásmido  se  mantiene  como  molécula  bicatenaria.  Esta  enzima 
pasaría  junto a  la hebra desplazada para comenzar en el receptor una nueva replicación. Los 
plásmidos codifican sus propias primasas para el proceso de conjugación, con el fin de no tener 






En  función  de  la  característica  a  la  que  se  atienda,  los  plásmidos  pueden  clasificarse  de 
diversos modos: 
- Según  el  sistema  de  replicación  y  segregación  de  copias,  se  pueden  clasificar  por 
grupos de incompatibilidad. 
- Según  el  fenotipo  que  codifiquen,  hablamos  de  plásmidos  de  resistencia  si  portan 
genes  de  resistencia  a  antibióticos  y  metales  pesados  (Plásmidos  R),  plásmidos 








Poseen  todos  los  genes  necesarios  en  este  proceso  (sistema  Tra  completo).  Los  plásmidos 
conjugativos  pueden  poseer  un  rango  de  hospedadores  amplio  o  estrecho.  Cuanto  más 
estrecho, menor número de  receptores compatibles. Lo que determina el  rango no está del 
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todo dilucidado, pero podría tener que ver con alguna estructura en la superficie del receptor 
requerida  por  la  particular maquinaria  de  conjugación  del  plásmido  (Bennett,  2008).  Para 
algunos de ellos lo que puede determinar esta especificidad de receptor, es la interacción del 
“sistema de  formación de parejas”  (generalmente el pilus  sexual) con  los  lipopolisacáridos y 
proteínas de la membrana externa de la superficie de la célula receptora. Si la distribución de 





un  papel  decisivo  en  la  diseminación  de  poblaciones  bacterianas  resistentes.  Los  del  grupo  
IncP  que  pueden  aparearse  con  superficies  celulares  de  Gram  positivos,  Gram  negativos, 
levaduras  incluso  plantas  y  células  animales  (Thomas,  2005).  La  existencia  de  este  tipo  de 
casos, ha tenido y tiene una gran  importancia en el proceso evolutivo de  las especies. El uso 
indiscriminado de antibióticos entre animales y humanos hace que se desequilibre la balanza, 
seleccionando  las  bacterias  portadoras  de  plásmidos  que  las  hacen  sobrevivir  frente  a  la 
microbiota normal.          
 
Los  plásmidos movilizables  son  transmisibles  sólo  en    presencia  de  funciones  conjugativas 
adicionales,  esto  es,  en  presencia  de  un  plásmido  conjugativo  co‐residente.  Los  plásmidos 
movilizables carecen de los genes que se requieren para el emparejamiento celular, pero sí de 
los necesarios para generar  las proteínas específicas de movilización y de un sitio oriT donde 
actuarán  los  productos  del  sistema  tra  del  plásmido  conjugativo.  A  esto  se  le  denomina 
sistema  mob.  El  sistema  mob  codifica  una  proteína  llamada  relaxasa  (endonucleasa)  que 
genera un corte en una de las hebras del plásmido al nivel de oriT. La relaxasa inicia y termina 
el  procesamiento  del  ADN  conjugativo.  Para  que  se  dé  la  movilización  del  plásmido  es 
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La  región  genética  mob  que  codifican  estos  plásmidos,  les  permite  ser  más  pequeños 
(generalmente menores a 10kb) que  los plásmidos conjugativos, ya que  la carga genética del 
sistema tra les hace ser superiores a 30 kb (lo mínimo para llevar las funciones de conjugación 












en  los  plásmidos  no  se  halla  aislado  como  replicón  independiente  (Burrus,  2002).  Tn916 




cromosoma  de  otra  célula  diferente.  Contienen  las  recombinasas  sitio‐específicas  que 
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promueven  la  escisión  y  posterior  integración  cromosómica.  No  podrán  nunca  ser 
considerados plásmidos, ya que aunque durante el proceso de conjugación sí se da un ciclo de 





sexuales.  Sin  embargo,  el  mecanismo  de  emparejamiento  celular  sigue  siendo  un  tanto 






necesarias  para  la  formación  del  poro  y mediar  su  propia  transferencia. Un  corte  sobre  el 
origen  de  transferencia  oriT,  podría  iniciar  la  transferencia  de  una  de  las  hebras  del 
intermediario  circular.  Al  terminar  dicha  transferencia  y  la  posterior  replicación,  tanto  el 
donante como el receptor contienen una copia de doble cadena del elemento conjugativo. La 
recombinasa Y de Tn916 se encarga de reintegrar este elemento circular en una gran variedad 
de  sitios  del  cromosoma,  aunque  preferentemente  ricos  en  A‐T.  Este  último  paso,  una 




en  el  cromosoma. Otros  transposones  conjugativos,  como  TCrERL  y CTnDOT  de Bacteroides 
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combinaciones.  Este  proceso  permite,  al  suministrar  una  fuente  de  variación  genética 
importantísima, una evolución y selección bacteriana más rápida y eficaz que la proporcionada 
por  simples  mutaciones.  Se  conocen  diferentes  tipos  de  procesos  recombinatorios  en  el 
interior celular: 
a. El más  frecuente,  la recombinación homóloga. Ocurre entre secuencias del genoma 
similares  o  idénticas  entre  si,  pudiendo  emparejarse  por  complementariedad  de 
bases. Estos sistemas dependen de un equipo enzimático potente, donde la principal 
proteína implicada es RecA. Ejemplo clásico de este mecanismo es el desarrollo de los 
genes mosaico en  Streptococcus pneumoniae  y Neisseria gonorrhoeae  resistentes  a 
penicilina (Bennett, 1999).   
b. El  otro  tipo  conocido,  la  recombinación  no‐homóloga,  incluye  dos mecanismos  de 
acción diferentes:  
- la  recombinación específica de  sitio  (conservativa o  legítima) que es  independiente 
del  sistema  RecA  y  requiere  de  recombinasas  específicas  de  sitio  que  reconozcan 
secuencias  cortas  concretas.  Se da  en  la  integración  y  escisión de profagos  y otros 
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elementos  de  ADN,  en  la  inversión  de  secuencias  invertibles  y  en  la  actividad  de 
integrasas y resolvasas. 
- la  recombinación  ocurrida  en  los  procesos  de  transposición  (recombinación 
ilegítima), que es aleatoria y no‐específica ya que no requiere de homología entre las 
secuencias  que  recombinan.  Son  ejemplos  conocidos  las  topoisomerasas,  los 
transposones y  las secuencias de  inserción. Es una recombinación  independiente de 
RecA, pero dependiente de  la actividad de unas enzimas  llamadas  transposasas que 
reconocen secuencias invertidas repetidas (IR). Este tipo de recombinación puede ser 










proceso,  transposasa.  Pueden  existir  en  plásmidos,  en  el  cromosoma  de  un  hospedador  o 
integrados  en  otros  transposones,  valiéndose  siempre  de  sus  regiones  terminales  para 







   
Los movimientos de transposición no necesitan de homología entre la secuencia del elemento 
y el sitio de  inserción, y aunque hay ejemplos donde un transposón particular sí tiene mayor 












Se conoce de  la existencia de  transposones en  todos  los organismos  terrestres,  incluidos en 
humanos,  aunque  son  en  las bacterias donde  alcanzan mayor  sentido,  ya que  su presencia 
juega  un  papel  fundamental  en  la  supervivencia  bacteriana.  Los  transposones  ofrecen  un 
método eficaz de  introducir genes en el cromosoma o en plásmidos de una bacteria, a pesar 
de tener muy poca homología entre ambas secuencias de ADN. Para introducirse en bacterias 












Una  característica  común  en  los  transposones,  exceptuando  aquellos  denominados 
transposones  Rolling‐Circle  (RC),  es  que  contienen  secuencias  repetidas  en  sus  extremos 
denominadas  secuencias  repetidas  invertidas  (IR).  Son  dos  secuencias  que,  siendo  una 


















5’‐‐‐‐‐NNNNGCATNNNN‐‐‐‐‐3’      5’‐‐‐‐‐NNNNGCAT                NNNN‐‐‐‐‐   
3’‐‐‐‐‐NNNNCGTANNNN‐‐‐‐‐5’            ‐‐‐‐‐NNNN           CGTANNNN‐‐‐‐‐3’ 
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Durante el proceso de transposición, la secuencia de inserción o transposón se inserta en este 
corte generado en el ADN diana. Una vez ocurrida la transposición, hay un proceso natural de 












Las  secuencias  de  inserción  son  los  transposones  bacterianos  más  pequeños.  Fueron 
descubiertas y estudiadas, no porque transportasen ningún tipo de gen relevante, sino porque 
las mutaciones  insercionales que provocaban  implicaban  la  inactivación del gen en el cual se 
transponían.  
           
Actualmente se conocen múltiples familias de IS. Se denominan con las siglas IS y un número. 
Las familias son:  IS1,  IS3,  IS4,  IS5,  IS6,  IS21,  IS30,  IS66,  IS91,  IS110,  IS200/IS605,  IS256,  IS630, 
IS982,  IS1380,  ISAs1  e  ISL3.  Su  estructura  es  sencilla,  ya  que  codifican  poco  más  que  la 
transposasa  que  les  permite  promover  su  propia  transposición  e  integrarse  en multitud  de 
sitios específicos. Esta enzima está  codificada por uno o dos marcos de  lectura  abierta que 
consumen  la práctica  totalidad de  la  longitud del elemento. Como ya  se ha apuntado en el 
apartado anterior,  las  IS van  flanqueadas por unas secuencias  repetidas  invertidas,  IRR e  IRL 
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Figura 8: Representación esquemática de una IS. En gris se representan zonas de ADN no codificante. ORF: marco de 




se generará una duplicación de  longitud determinada, por ejemplo, para  IS1 son 9 pb. Las  IR 
tienen  una  doble  funcionalidad:  por  un  lado,  proporcionan  el  sitio  exacto  para  el 
reconocimiento  específico  de  la  transposasa,  y  por  otro  son  el  punto  de  anclaje  en  las 
reacciones  de  corte  y  transferencia  de  cadena  que  llevan  a  la  transposición  del  elemento 
(figura 9).  
 
Figura 9: La acción de la transposasa sobre sus extremos terminales IR 









podrían  transponerse,  flanqueados  por  una  pareja  de  IS  del mismo  tipo  formando  así  un 
transposón  compuesto.  Una  de  las  diferencias  con  una  IS,  es  que  aporta  al  menos  una 
alteración  del  fenotipo  celular  por  la  expresión  de  dichos  genes  centrales.  En  la  tabla  1  se 
enumeran  algunos  de  los  transposones  compuestos más  conocidos,  junto  a  algunas  de  sus 
características. 
Tabla 1: TRANSPOSONES COMPUESTOS 










































Tabla 1. Abreviaturas: kb (kilobase), Kn (kanamicina), Bl (bleomicina), St (estreptomicina), Cl (cloranfenicol), 






   
La estructura de un transposón compuesto cualquiera podría ser la detallada en la figura 10: 
    IRL     IRR         IRL     IRR   
    Gen 1 Gen 2 
 
                 1ª IS         Región central    2ª IS  
Figura 10: Representación esquemática de un transposón compuesto. En gris, zonas de ADN no codificante, en 








una  trabaja  sobre  las  secuencias  terminales  que  forman  parte  de  la  propia  IS  unitaria.  Sin 
embargo, de  la misma  forma,  también puede actuar desde  la  IRL más próxima a  la  IRR más 
distal del elemento compuesto, ya que ambas IS en un transposón de este tipo son idénticas. 





Figura 11: la acción de la transposasa sobre los extremos terminales IR más externos de dos IS cercanos 
del mismo tipo provoca la transposición del elemento completo en su conjunto (Snyder, 2007).  
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Figura 12: la acción de la transposasa: de a-a (azul) sobre los extremos externos, o de b-b 
(rojo) sobre los extremos terminales IR más internos (Snyder, 2007). 
 
 
Pero  todavía  pueden  generarse  reajustes  más  complicados.  La  movilización  hacia  dianas 
próximas en  la misma molécula de ADN a  través de  los extremos  internos de un  transposón 
compuesto  puede  llevar  a  deleciones  o  inversiones,  pudiendo  perder  así  el/los  genes  de 
resistencia  que  originariamente  transportase.  Una  última  consecuencia  final  de  esto,  es  la 
pérdida  de  ese  factor  que  le  confería  resistencia  a  la molécula  de ADN.  En  la  figura  13  se 
aprecia cómo un hipotético Tn10 tras seccionarse por sus extremos internos (i e ii) por existir 
muy próximo a él una secuencia de ADN diana (I e II), pierde el gen tet. Una vez ocurrido esto, 
el  reajuste  puede  ocurrir  de  dos  formas:  uniéndose  I  con  i,  e  II  con  ii,  generándose  una 
deleción en  la molécula de ADN, o unirse  I con  ii e  II con  i, generándose una  inversión de  la 
secuencia de ADN original.  
   
 
En  cualquier  caso,  este  proceso  lleva  a  la 
pérdida  del  gen  de  resistencia.  Por  eso, 
para  evitar  este  tipo  de  pérdidas  “no 
deseadas”,  algunos  transposones 

















de  un  sitio  e  insertado  en  otra  ubicación  diferente.  La  transposasa  genera  cortes  en  los 
extremos del  transposón en ambas hebras, y “cortes escalonados” en  la secuencia diana del 
ADN receptor (de  la misma forma que  la descrita en el apartado de secuencias de  inserción). 
De  esta  manera,  al  finalizar  el  proceso  de  transposición  se  generan  sendas  secuencias 
duplicadas en los extremos del transposón recién insertado (DR). Posteriormente es también la 
Figura 13: reajustes en el ADN a causa de procesos de 
transposición por los extremos internos de un Tn 
compuesto (Snyder, 2007). 
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eventos de  transposición,  estableciéndose de manera  estable  entre  la población bacteriana 
portadora gracias a las propiedades que confieren y permiten a dicha población sobrevivir a las 




presentes  en  la  bacteria.  La  estructura  genética  consta  de  una  transposasa  junto  a  una 
resolvasa, más los determinantes de resistencia que transporte, todo ello flanqueado por una 
copia  de  una  IR  en  cada  extremo.  La  presencia  de  estas  dos  enzimas  les  permite  su 
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similar a  la de  los plásmidos, son  los transposones conjugativos, sobre  los que se ha hablado 
en  el  punto  7  de  esta  revisión.  La  tabla  2  enumera  los  ejemplos  más  relevantes  de 
transposones complejos: 
Tabla 2: TRANSPOSONES COMPLEJOS 










































Tabla 2. Abreviaturas: kb (kilobase), Am (ampicilina), St (estreptomicina), Sl (sulfonamidas), Tt (tetraciclina), Hg 
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La estructura de un transposón complejo cualquiera podría ser la detallada en la figura 15: 
        IR                            res          IR 
  TnpA TnpR 
 
Figura 15: Representación esquemática de un transposón complejo. En gris, zonas de ADN no codificante, en 
amarillo transposasas e IRR-IRL (Inverted Repeat Right/Left), en marrón resolvasa y sitios res de recombinación. 






actuará para promover  la  transposición. Cualquier mutación en estos elementos  impide que 
desarrolle el proceso. La resolvasa TnpR, codificada por el gen tnpR, es una proteína con doble 
funcionalidad:  por  un  lado  actúa  como  represor  de  la  transcripción  de  la  transposasa  (una 
mutación  en  este  gen  que  inactivase  la  proteína  implicaría  unas  tasas  superiores  de 












   
Como  se  puede  observar  en  la  figura  16, 
los extremos 3’‐OH del Tn3 son  los que se 
ligan  con  los  extremos  5’‐PO4  del  ADN 
diana. Los extremos 3’ aun  libres del ADN 
diana  actúan  como  primers  de  la 
replicación  en  ambas  direcciones  sobre  el 
transposón, lo que resulta en la generación 
del “cointegrado”; una molécula fusionada 
del  ADN  diana  y  el  ADN  donador,  donde 
concurren dos  copias del  transposón. Esta 
molécula  intermedia es escindida gracias a 
la  actuación  de  la  resolvasa  por 
recombinación específica de sitio sobre  los 
dos  sitios  res  (el  primario  y  el  duplicado). 
Este proceso  también podría  ser  llevado a  
cabo por los sistemas de recombinación del 
hospedador.  El  resultado  final  es  que 
ambas moléculas de ADN poseen su copia 





Si comparamos el proceso de  transposición conservativa  (en  transposones compuestos) y el 
replicativo (en transposones complejos) hallamos ciertas diferencias: 





Figura 16: Transposición replicativa para un Tn3 (Snyder, 2007) 
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- en  la  transposición  conservativa  ambas  hebras  del  transposón  se movilizan.  En  la 
replicativa,  cada  hebra  se  duplica  de  tal  forma  que  en  realidad  al  final,  ambas 
moléculas de ADN poseen una hebra “original” y otra replicada. 









- en  ambos,  los  extremos  3’  libres  del  ADN  diana  sirven  como  cebadores  de  una 






Las  transposasas de  la mayoría de  los  transposones con mecanismo conservativo, y  también 
las  de  otras  como  Tn3,  transposón  con  mecanismo  replicativo,  poseen  una  característica 
común: la presencia de tres aminoácidos esenciales para su actividad: dos ácidos aspártico (D) 





   
iones metálicos (Bischerour, 2009). Un centro activo tal que éste se puede hallar también en 
otras  conocidas  proteínas  como  la  integrasa  del  VIH  y  la  proteína  RAG‐1  (generación  de 
anticuerpos en vertebrados) entre otros. Recientemente se ha determinado este centro activo 
en  la  transposasa  codificada  por  IS1  (Ohta,  2002).  La  función  de  las  TnpA  de  estos 










Las  transposasas de este  tipo de  transposones poseen dos  tirosinas esenciales en  su  centro 
activo, de ahí  la denominación Y2. Su  representante es  IS91. En este caso, el mecanismo de 
transposición no pasa por un  intercambio de hebras, como ocurre en  los  transposones DDE, 
sino que implica un movimiento RC para integrarse en el ADN diana. En todos los casos donde 
se da un movimiento genético por RC,  la proteína ejecutora  tiene una  tirosina en  su centro 





secuencias  cortas  duplicadas  como  consecuencia  del  evento  de  transposición.  En  líneas 
generales, lo que ocurre es que la TnpA corta una de las hebras del ADN adyacente muy cerca 
60 




como  cebador  del  proceso  de  replicación  sobre  el  transposón  que  prosigue.  La  hebra 
desplazada,  correspondiente  al  transposón,  es  la  que  se  incorpora  en  el  ADN  diana,  y  su 






CR  (del  inglés  common  regions),  a  continuación  del  primer  segmento  3’‐CS  de  éstos.  Al 
secuenciar estas CRs en diferentes  integrones, se ha visto que guardan similitud entre ellas y 













   
 
Figura 17: Comparación esquemática entre mecanismos de transposición (Snyder, 2007) 
 
    ADN del transposón 
     ADN recién replicado 
     Secuencia duplicada en AD diana 
      3’-OH libre 
     Lugares de escisión en el ADN diana 
    Escisión desde ADN donador 
     Unión covalente tirosina 






















A  pesar  de  que  parece  que  la  transposición  de  los  transposones  bacterianos  podría  ser 
completamente  al  azar,  ningún  elemento  transponible  se  inserta  de  forma  exclusivamente 
aleatoria en el ADN diana. La mayoría de  los elementos poseen cierto grado de especificidad 
para sus dianas, movilizándose más en unos sitios que en otros.  Incluso Tn5 (Tn compuesto), 
que parece  ser  el  ejemplo de  transposón  con más  variabilidad  en  sus destinos,  también  se 







de  forma  más  aleatoria  sobre  elementos  conjugativos  que  le  puedan  llevar  a  células 










   





Los  sistemas que emplean  los  transposones para  su  regulación  son diversos, pero  lo que  sí 
tienen en  común  es que  todos ellos  auto‐regulan  su propia  transposición,  lo  cual hace que 
estos  eventos  sean  relativamente  escasos.  Estos  elementos  genéticos  móviles  han  de 
encontrar  el  equilibrio  justo  que  les  permita  sobrevivir  en  una  población  dada.  Excesivos 























ellas.  Estas  secuencias  pueden  poseer  cierta  similitud,  pero  es  demasiado  corta  como  para 








un  sitio  propio  denominado  attI.  Los  genes  casete  son  pequeñas  piezas  genéticas  que 
contienen un gen en un marco de  lectura abierta  (ORF, de  las siglas en  inglés Open Reading 
Frames)  y  una  secuencia  corta  adicional  de  59  pb  (59‐be  o  attC),  que  funciona  como  sitio 
específico  para  el  proceso  de  recombinación.  No  suelen  llevar  promotor  para  el  gen  que 





plásmidos  y  transposones  se  localizaron  genes  de  resistencia  que  poseían  una  estructura 
común en el  lado 5’, conteniendo siempre una  integrasa y un promotor. Se constató así que 
estas  secuencias  formaban  parte  de  una  estructura  genética  conservada  que  se  denominó 
integrón (Sabaté, 2002). Los integrones actúan como sistemas naturales de clonaje y expresión 
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provocando  esto  la  escisión  e  integración 
de  dicho  gen  casete.  En  la  figura  18  se 
puede  ver  el  proceso  de  integración  de 
sucesivos genes casete.  
Figura 18: Proceso de integración (Rowe-Magnus, 1999). 
   
 
Se conocen diferentes tipos de integrones y se dividen en base a la secuencia de la integrasa. 















Figura 19: Integrón clase 1 y su asociación con Tn402, Tn21 (Cantón, 2006). 
Recientemente se ha propuesto un modelo de evolución y origen de los integrones de clase 1 
(Gillings, 2008). En él (figura 20) dividen en diferentes etapas esta hipotética evolución. En un 
primer  estadio  (figura  20‐A)  la  estructura  del  integrón  corresponde  al  cromosoma  de  un 
progenitor, pero no posee ninguno de  los  genes de  resistencia  antibiótica que  actualmente 
transportan  los  aislados  clínicos  que  conocemos.  Uno  de  estos  integrones  es movilizado  e 
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insertado  en  un  elemento  Tn402‐like  (figura  20‐B  y  C).  En  un  momento  indeterminado 
adquiere  un  gen  que  le  confiere  un  aventaja  selectiva  frente  a  otros,  probablemente  el 
primero  fue  qacE  (gen  de  resistencia  a  compuestos  de  amonio  cuaternario)  (figura  20‐D). 




H), permitiendo al  integrón  sobrevivir penetrando en multitud de organismos  y evolucionar 
adquiriendo nuevos genes de resistencia. 
 






   




Figura 21: Integrón clase 2 (flechas grises) y Tn7 (flechas punteadas) (Rodríguez, 2008). 
 
 
La última clase de  integrones,  la clase 3  (IntI3) se encontró por primera vez en una cepa de 
Serratia marcescens (cepa AK9373) y posteriormente en bacterias Gram negativas resistentes 





El  integrón de  clase 1  está  compuesto por dos  regiones  conservadas  (figura  22), una  en  el 
extremo 5’ (5’‐CS) que incluye el gen de la integrasa, los promotores y el sitio attI, y otra región 
en el extremo 3’  (3’‐CS) que  contiene un  gen de  resistencia a  sulfonamidas  (sul1)  y un  gen 




Figura 22: Arriba, un In0 donde la región 5’-CS (flecha azul) está inmediatamente a 
continuación de 3’-CS (flecha roja). Al integrarse un gen casete, amplía la longitud de 3’CS de 
una forma determinada, lo cual lo clasificará en In1, In2… (Bennett, 1999) 
   
 
La  integración  de  genes  casete  ocurre  normalmente  en  el  sitio  attI,  desplazando  hacia  la 
derecha a los ya existentes previamente. En función de la longitud entre attI y 3’‐CS, dada por 
los genes casete  incorporados, se describen  los sucesivos  integrones:  In1,  In2,  In3,  In4 e  In5 
(Sabaté,  2002B). A  los  integrones  que  transportan  genes  casete  que  codifican  resistencia  a 
antimicrobianos y desinfectantes se les denomina integrones de resistencia.  
 
Los  integrones  se  encuentran  frecuentemente  formando  parte  de  transposones.  Ya  se  han 
detallado su inclusión en Tn21 (figura 19). Otros casos son Tn1403, Tn1404, Tn1696, Tn1412, y 
Tn2000, añadiendo que estos  transposones pueden  localizarse  tanto en plásmidos  como en 
cromosomas.  
 
Se  conocen  al menos 60  genes de  resistencia  en  formato  gen  casete,  cubriendo  la práctica 
totalidad del arsenal terapéutico que se emplea en  la práctica clínica (tabla 3). El acúmulo de 






































Existe otro gran grupo de  integrones de clase 1,  los  integrones compuestos, que son  los que  
poseen  una  segunda  copia  de  3’‐CS.  Estos  integrones  incluyen  entre  ambas  regiones 
conservadas  3’‐CS  el  elemento  ISCR,  con  capacidad  propia  para  capturar  otros  genes  de 
resistencia. Dos de los ejemplos más clásicos son In6 e In7, ya que fueron los primeros donde 




Figura 23: La primera estructura corresponde a In6 (GenBank accession  L06822) y la 




gen de  resistencia a  trimetoprim  (drfA10) que no poseían  la secuencia attC  (59‐be): no eran 
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genes casete. El mecanismo por el cual habían  llegado hasta ahí era diferente al encabezado 





Los  integrones  complejos de  clase 1,  son estructuralmente  idénticos  a un  IntI1,  solo que  a 
continuación de  la primera  secuencia 3’‐CS existe una  región de 2154 pb, que  se denominó 
región común o CR, compuesta por un orf513  (llamado así por codificar una  transposasa de 
513  aminoácidos)  y un  sitio de  recombinación de  33 pb  localizado  en  su  extremo derecho, 
seguido  de  genes  que  no  son  genes  casete  aunque  sí  pueden  ser  genes  de  resistencia, 
rematando el integrón otra copia de 3’‐CS (Rodríguez‐Martínez, 2006).  
 
Las  regiones  CR  se  asemejan  a  las  secuencias  de  inserción  atípicas  IS91,  atípicas  por  su 





como  en  cromosomas,  similares  a  IS91,  que  son  responsables  de  la  movilización  y 
diseminación de muchos genes de  resistencia  (Toleman, 2006). Se han descrito asociaciones 




de  las  transposasas  de  IS91  y  otras  IS  relacionadas  como  la  IS801  e  IS1294  (IS91‐like).  Las 
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transposasas  de  estas  IS  son  proteínas  con  dos  tirosinas  en  su  centro  activo,  al  igual  que 
ocurría en la secuencia de la proteína codificada por CR, apoyando la teoría de que las CR eran 
elementos transponibles. Es más, en las IS91‐like un extremo del elemento, denominado oriIS 
sirve  como  origen  de  replicación,  y  otro,  terIS  como  terminador.  La  secuencia  de  este 
fragmento localizada en el extremo 3’ de las transposasas de IS91‐like posee una alta similitud 
con  la hallada a 211 pb del  final de  la  secuencia que codifica  la  transposasa de un  integrón 
complejo de  clase 1. Esta  secuencia es  también un origen de  replicación para CR. De  todas 
estas observaciones, deriva  la denominación de  las CR  como  ISCR  (Toleman, 2006). En este 
mismo trabajo se ha postulado  la hipótesis de que haya sido  ISCR1 el elemento que hubiese 







La  denominación  superintegrones  (SI)  se  refiere  a  los  grandes  integrones  localizados  en  el 
cromosoma  bacteriano,  que  también  acumulan  genes  casete  incorporados  en  tándem  que 
contienen una región attC similar a la descrita en otros genes casete en integrones de clase 1, 
2  y 3,  sólo que en estos  casos esta  región pasa  a  ser  característica de especie  (Fluit, 2004; 




Actualmente  se baraja  la hipótesis de que  los  integrones multiresistentes han evolucionado 
desde  los  SI  a  través  de  la  captura  genética  llevada  a  cabo  por  los  genes  intI  y  puntos  de 
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integración attI dentro de estructuras móviles  como  los  transposones. El acúmulo de genes 
casete de varios SI lleva al establecimiento contemporáneo de los integrones de resistencia.  
La potencia de  los sistemas de  integrones yace en su versatilidad, ya que pueden  reconocer 
una cantidad enorme de dianas diferentes en sus procesos de recombinación y una inagotable 
capacidad  de  intercambiar  y  acumular  genes.  Esta  flexibilidad  les  permite  adaptarse 
rápidamente  al  los  impredecibles  cambios  que  puedan  ocurrir  en  el  nicho  ecológico  que 
ocupen, permitiendo a las bacterias incrementar su fitness y evolucionar. La demostración de 
la presencia de  integrones en microorganismos ancestrales de diferentes géneros  corrobora 






de  Tn3.  Esta  posee  una  doble  funcionalidad,  como  se  detallaba  en  el  apartado  1.2.3  de  la 







el  centro activo de  la enzima. Podemos encontrarlas Tn916  (Y  recombinasa)  y en  IS607   de 
Helicobacter pylori  (S recombinasa). 
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las  cefalosporinas  de  amplio  espectro  y  las monobactamas,  pero  no  las  cefamicinas  ni  las 






basados  en  similaridad  aminoacídica  y  no  fenotípica.  Las  clases  A,  C  y  D  se 
caracterizan por poseer una serina en su centro activo. El grupo B son metaloenzimas 
que utilizan un ión zinc como cofactor (Ambler, 1991; Paterson, 2005).  





β‐lactamasas  de menor  espectro  hidrolítico  como  blaSHV‐1,  blaTEM‐1  y  blaTEM‐2,  pertenecientes 
todas ellas al grupo 2b, por mutaciones en los genes que las codifican, resultando las familias 
BLEE  TEM  y  SHV  que  actualmente  conocemos.  La  otra  vía  resulta  de  la movilización  de  β‐
lactamasas  cromosómicas  de  diversas  especies  del  género  Kluyvera  por  integración  en 
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como  fuentes  potenciales  de  estas  BLEEs.  Podrían  haberse movilizado  desde  su  ubicación 
original  gracias  a  diferentes  secuencias  de  inserción  (ISCR,  ISEcp1)  o  a  algún  bacteriófago. 
Incluso se ha demostrado que  los genes de  los entornos genéticos de estas BLEEs muestran 
una  alta  homología  con  las  secuencias  vecinas  de  las  β‐lactamasas  originales  de  Kluyvera 
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sobre  todo  en  aislamientos  de  origen  urinario.  Los  factores  de  riesgo  parecen  haberse 
modificado,  y  otros  antibióticos,  entre  los  que  se  encuentran  las  quinolonas,  podrían  estar 
desempeñando un papel relevante en su selección  (Cantón, 2007). Uno de    los aspectos que 
más sorprende es este incremento de la prevalencia de microorganismos portadores de BLEEs 
en  pacientes  comunitarios  que  jamás  han  tenido  contacto  previo  con  el  hospital.  Se  ha 
sugerido en algunos estudios, que el  flujo  incluso podría ser a  la  inversa del esperado, y que 
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fuesen  los  pacientes  comunitarios  los  que  al  ingreso  introdujesen  las  BLEE  en  el  hospital, 
donde,  gracias  a  los  ambientes  de  presión  selectiva,  amplificarían  su  presencia.  Diversas 








La  diseminación  de  los  genes  codificadores  de  las  blaCTX‐M    preocupa  especialmente  a  la 
comunidad científica, sobre todo al comparar la expansión de esta diseminación con la de sus 
semejantes blaSHV y blaTEM. La adquisición de las blaCTX‐M involucra a elementos genéticos como 
ISCR1  (blaCTX‐M‐9,  blaCTX‐M‐2  y  blaCTX‐M‐1)  e  ISEcp1  (clusters  9,  2  y  1),  así  como  a  determinados 
bacteriófagos: en España sólo en blaCTX‐M‐10 (Poirel, 2008; Cantón, 2006).  
 
En estos últimos años ha habido un  importante  incremento en  los aislados comunitarios de 
E.coli portadores de este  tipo de BLEE, así como en cepas de origen veterinario. Las razones 
que justifican este  incremento tienen que ver con su entorno genético. La vinculación directa 
de  las CTX‐M  con  estas  IS particulares, que participan  tanto  en  su movilización  como  en  la 
promoción de su expresión, se suma al hecho de que las propias IS están a su vez contenidas 
en  transposones y plásmidos conjugativos. El estudio completo de  los grandes plásmidos ha 





   
las  vehiculan.  Los  integrones  capturan  genes  de  resistencia  adicionales  en  forma  de  genes 
casete, e incluso el propio transposón en el que va transportado suele estar asociado a genes 
de  resistencia  a  biocidas  y  compuestos  mercuriales  que  provocan  una  selección  medio 
ambiental a favor de las cepas portadoras (Cantón, 2009; Cantón, 2007). 
 
La distribución de  las blaCTX‐M entre plásmidos, en  función del grupo de  incompatibilidad, es 
diversa.  Así  se  han  hallado  blaCTX‐M  entre  los  siguientes  plásmidos  con  amplio  rango  de 





32,  se  ha  asociado  a  brotes  epidémicos.  La  diseminación  de  blaCTX‐M‐15  parece  estar  ligada  a 
plásmidos IncFII, como ocurrió en el brote descrito en Canadá causado por el plásmido pC15‐
1a  (Boyd, 2004),  localizado  también en regiones como Francia y norte de África. Estudios de 
diseminación de un hospital madrileño describen desde 1996  cepas portadoras de blaCTX‐M‐9 
mayoritariamente vinculadas a plásmidos de amplio rango como HI2, aunque también a otros 
de estrecho margen  como  los del  grupo  IncP1  (Novais, 2006).  En estos mismos estudios  se 
destaca  la alta variabilidad detectada entre  los diversos módulos que  componen el entorno 








   
10.1. ISEcp1 
 
ISEcp1  es  una  secuencia  de  inserción  relacionada  con  la  familia  IS1380  (http://www‐
is.biotoul.fr/). Este elemento se halla asociado con frecuencia con las blaCTX‐M de los Cluster 1, 2 
y  9,  y  es  capaz  de movilizar  estos  genes  a  través  de  un  proceso  especial  de  transposición. 






A mayores,  esta  peculiar  IS  proporciona  secuencias  promotoras  ‐35  y  ‐10  que  potencian  la 
expresión del gen BLEE que en condiciones silvestres, como en las cepas de Kluyvera sp, es más 
baja. El hallazgo de sendas secuencias repetidas directas de 5 pb en cada extremo es la firma 
del movimiento  de  transposición  de  ISEcp1  y  nos  señala  los  límites  del  pseudo‐transposón 
(Poirel, 2008; Lartigue, 2006).  
 
Hasta ahora se conocen tres formas de esta transposasa,  ISEcp1,  ISEcp1B e  ISEcp1C.  ISEcp1B 
difiere de ISEcp1 en tres cambios nucleotídicos en tres puntos diferentes de la secuencia, pero 
sólo uno de ellos  implica  cambio de aminoácido  (Q379R).  La  tercera,  ISEcp1C, difiere en un 
aminoácido con ISEcp1 y en dos con ISEcp1B (Cattoir, 2008). Las IRL de las tres IS son idénticas. 
 








reciente  (Poirel, 2005)  se describen  las diferentes  IRR descritas para  ISEcp1B  y  su  grado de 
homología con  la  IRL  (tabla 6). El hecho de que  ISEcp1 utilice  tal variedad de  IRR explica  su 








diferente  para  cada  cluster,  es muy  probable  que  cada  BLEE  haya  pasado  un  proceso  de 
inserción diferente  (Poirel, 2003; Poirel, 2005). En este último trabajo se demuestra que uno 































La  estructura  clásica  es  común  para  todas  las  blaCTX‐M  del  cluster.  La  diferencia  radica 
principalmente  en  el  número  de  pb  que  existe  entre  la  última  base  del  IRR  inmediato  a  la 




   








Figura 24A: CTX-M-1. (Eckert, 2006) 
       
B
Figura 24B: CTX-M-3. (Eckert, 2006) 
 
C






Poirel, 2002  blaCTX‐M‐3 y blaCTX‐M‐15  Citan  distancias  de  128  y  48  pb 
respectivamente. 
Lartigue, 2004  blaCTX‐M‐3 y blaCTX‐M‐15  Citan  distancias  de  128  y  48  pb 
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Es  frecuente  el  hallazgo  de  este  fragmento  ISEcp1‐blaCTX‐M  dentro  de  otras  estructuras 
genéticas  de  organización  superior. Un  ejemplo  es  dentro  de  un  Tn3  (figura  25)  (Lartigue, 
2004; Eckert, 2006).  
 








   





Figura 26: Fragmento de la secuencia de pC15-1a en un brote de Toronto (Boyd, 2004) 
 
 




2009),  pero  este  hecho  no  tiene  por  qué  afectar  a  la  expresión  de  la  BLEE. Mientras  se 
conserven intactos los promotores ‐35 y ‐10, se mantiene intacta la capacidad de potenciar la 
expresión  de  la  BLEE.  Se  encuentran  dentro  del  ISEcp1,  pero  entre  el  último  codón  de  la 
transposasa y  el primer IRR.  
 
Figura 27: IS26/ ISEcp1. (Eckert, 2006)  
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promotores  ‐35  y  ‐10,  hacía  que  en  el  P.  mirabilis  receptor  los  promotores  sí  se  viesen 




Figura 29: IS5/ IS1/ ISEcp1. (Fernández, 2007).  
 
Un trabajo de reciente publicación resume los tipos y estructuras hallados en España para una 
colección de BLEEs  recopiladas de  11  centros  españoles,  así  como  su distribución  entre  los 
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BLACTX‐M  MICROORGANISMO  Nº CEPAS  GRUPO INC. 
blaCTX‐M‐1  E. coli  2  N 
K. pneumoniae  3  N 
K. pneumoniae  2  FII 
blaCTX‐M‐3  E. coli  1  N 
1  A/C 
blaCTX‐M‐15  E. coli  2  FIA 
E. coli  1  FII 
K. pneumoniae  1  FIA 
blaCTX‐M‐32  E. coli  3  N 
 
En  la figura 30 se exponen  los entornos de  las BLEES pertenecientes al Cluster‐1 descritas en 
este trabajo.  
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Figura 30: Entornos CTX-M cluster 1. (Diestra, 2009).  
 
La excepción  citada al  inicio de este apartado en  cuanto a entornos de CTX‐M de Cluster 1 






























Figura 33: Comparación de In60 (2ª línea) con In60A (3ª línea) (Brizio, 2006)  
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El  entorno  genético  más  frecuente  para  las  blaCTX‐M‐14  sin  embargo  es,  la  asociación  los 
elementos genéticos móviles  ISEcp1 e  ISEcp1B en el extremo 5’, al  igual que ocurre para  las 
CTX‐M del cluster 1, pero con una secuencia IS903 en el extremo 3’, a pesar de que esta última 
no posee poder movilizador (Eckert, 2006). Esta estructura también se ha definido para otras 












precede al conjunto  ISEcp1B_CTX‐M‐19_IS903. En  la  figura 35  se puede ver  la  secuencia del 
final de  ISEcp1B, su  IRR,  las bases comunes antes nombradas entre ésta y el codón de  inicio 
ATG de la BLEE, así como la situación de los promotores ‐35 y ‐10.  
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denominan  blaCTX‐M‐14a  a  la  clásica  blaCTX‐M‐14,  que  va  emparejada  con  ISEcp1  e  incluida  en 
plásmidos del grupo incK. Existe una amplia mayoría de trabajos que ubican a las blaCTX‐M‐14 en 




   
Al  igual  que  ocurría  con  las  CTX‐M  del  Cluster  1,  también  se  han  descrito  cepas  con  la 
transposasa  de  ISEcp1  truncada  en  su  extremo  5´  por  otras  estructuras  como  IS10  o  TnpA 
correspondientes  a  IS26  (Eckert,  2006).  Una  estructura  novedosa  para  las  blaCTX‐M‐14  es  la 







Figura 36: Entorno de blaCTX-M-14 con ISCR y ISEcp1  (Bae, 2008)  
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11. ENTORNOS GENÉTICOS DE BLEE TIPO SHV 
 
Las  BLEE  tipo  SHV  están  ampliamente  distribuidas  entre  bacterias  Gram  negativas. 




de  K.  pneumoniae  (Preston,  2002)  demuestra  cómo,  por  ejemplo,  la  blaSHV‐5  del  plásmido 
pACM1  se  localiza  en  un  fragmento  de  7,9  kb  (figura  37)  homólogo  a  un  segmento  del 











   
El mapeo del fragmento al completo revela  la presencia de dos elementos  IS26, en  la misma 
dirección, reminiscencia ambas de Tn2680 (Mollet, 1985), a pesar de que en este caso, la copia 
de IS26 más próxima a  la BLEE está truncada por un Tn1721 (figura 37). Este hecho es el que 
utilizan K.E. Preston  y  colaboradores   para  justificar el  fracaso obtenido  en  el  intento de  la 
transposición  in  vitro de blaSHV‐5 de pACM1, ya que  sí  se ha  logrado  con otros plásmidos de 











sido movilizada  desde  un  origen  similar  (figura  38)  ya  que  parte  de  los  genes  que  quedan 
dentro de las dos IS26 son equivalentes a los hallados al lado de la SHV‐11 del cromosoma. Sin 
embargo no es probable que la SHV‐12 de K. pneumoniae MGH78578 proceda de un proceso 
de movilización y   mutación posterior desde  la SHV‐11 del cromosoma de  la misma cepa, ya 




   
 
Figura 38: Entorno genético de (de arriba a abajo): blaSHV-11 crmosómica de K. pneumoniae MGH78578, 
blaSHV-12 plasmídica de MGH78578, blaSHV-5 plasmídica de otras cepas estudiadas. (Ford, 2004) 
 
 
En este  trabajo estudian  la  secuencia completa de  todas  las blaSHV depositadas en GenBank. 
Reparando en las mutaciones silentes y en los entornos genéticos, concluyen que existen dos 
ramas evolutivas diferenciadas y separadas, pero ambas derivadas de la blaSHV‐1 y con origen en 
genoma  cromosómico de  K.  pneumoniae.  El  responsable de  la movilización de  las blaSHV  en 
ambas ramas es IS26, pero sucediendo en momentos diferentes. Las dos ramas que proponen 
son: una,  la derivada de  la blaSHV‐1v1 (denominan así a  la primera forma de blaSHV‐1) de  la cual 
derivarían a su vez BLEEs plasmídicas como blaSHV‐2 y blaSHV‐5; y otra, la rama blaSHV‐1v2, de la que 
derivarían BLEEs como blaSHV‐2a y blaSHV‐12. La forma cromosómica blaSHV‐1v1 es probablemente el 
ancestro de  la otra  forma  cromosómica blaSHV‐1v2  (figura 39).  Es probable que  las diferentes 
mutaciones que han dado  lugar a  las diferentes BLEEs desde sus progenitoras hayan ocurrido 
tras la movilización (Ford, 2004). 






































- recF: Posible ATP‐asa (GenBank accession Protein AAS47047)                  









SHV‐2 deoR ygbJ ygbK ygbL 










Figura 40: Comparación entornos genéticos de las BLEE SHV-5, SHV-2, 
SHV-12 y SHV-2a con el ancestro común K. pneumonioniae MGH 78578. 
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de  varias de  las blaSHV‐5 publicadas.  Se puede observar  cómo efectivamente  es  frecuente el 
hallazgo del gen recF previo a la BLEE, indicando una estrecha relación entre los genes recF de 
estos  plásmidos.  La  función  exacta  sigue  siendo  desconocida  aunque  se  cree  que  puede 
contribuir a la movilización de blaSHV a otros plásmidos a través de un proceso recombinatorio 
RecF  (Yu,  2006),  si  bien  existen  otros  autores  que  le  asignan  una  función  ATP‐asa  (Garza‐
Ramos, 2009: GenBank accession Protein AAS47047).                  
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Figura 41: Entornos de blaSHV-5 (Yu, 2006) 
 
 




clínica  de  Enterobacter  cloacae  asociada  a  un  brote  nosocomial,  la misma  estructura  para 
blaSHV‐5 ya descrita en pSEM y p1658/97  (GenBank accession NC_004998), pero duplicada en 
tandem  (figura 42)  (Garza‐Ramos, 2009). A cada “unidad” de  transposón compuesto de dos 
copias de  IS26   en  la misma dirección y  la vez opuesta a  la de  la SHV,  la denomina Tn2003 
(GenBank accession AY532647).      
 











De  tal manera,  los entornos genéticos descritos para estas BLEE  son altamente coincidentes 
con los hallados en los clásicos plásmidos portadores de SHV‐5. Lo más importante a destacar 
de las SHV de esta rama en comparación con la otra, es la distancia que existe entre la TnpA de 
IS26 y  la BLEE en  cada grupo. Para  las blaSHV‐1v1  la distancia es mayor que  la de  las blaSHV‐1v2 
donde TnpA y SHV están una a continuación de la otra (figura 40). Algunos autores postularon 
la  idea  de  que  este  hecho  pudiese  influir  en  la  expresión  y  diseminación  de  las  SHV  de 
transposón corto (SHV‐12 y SHV‐2a) ya que en ellas el promotor ‐35, contenido en IRL de TnpA 









accession  NC_010886)  se  puede  observar  cómo  es  totalmente  coincidente  con  el  de  los 
plásmidos  SHV‐5,  de  no  ser  por  una  inserción  en  el  extremo  3´  de  sendas  IS5  e  IS10  que 
truncan recF prácticamente a mitad del gen.  Existe otra secuencia depositada para una SHV‐2; 

















recombinante  pPL20  de  una  Pseudomonas  aeruginosa,    similar  al  descrito  en  otras  K. 
pneumoniae (pMPA2a), pero truncado en este caso por un Tn1721 (Naas, 1999). En el artículo 




Figura 43: Entorno genético de blaSHV-2a de pPL20 (Naas, 1999) 
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Recientemente se ha descrito una estructura idéntica pero en una cepa de Salmonella enterica 
Serovar Typhimurium (STYM61/9) y para otra SHV pero de  la misma rama evolutiva, blaSHV‐12. 
La estructura  IS26‐blaSHV‐12‐deoR se ve  también  truncada por un Tn1721. El plásmido de esta 










una  proteína  ARN‐sintetasa  no  funcional  con  una  deleción  de  14  pb,  y  ygbL,  en  este  caso 
truncado  por  la  segunda  copia  de  IS26.  Otra  estructura  plásmidíca  idéntica  a  pUMB‐9,  sí 













   
12. ENTORNOS GENÉTICOS DE BLEE TIPO TEM 
 
Se  conocen  hasta  150  variantes  de  la  β‐lactamasa  TEM  que  demuestran  fenotipo  BLEE 
(www.lahey.org). Todas ellas son variantes de TEM‐1 y TEM‐2 y están transportadas por tres 
transposones complejos relacionados: Tn1, Tn2/Tn2* y Tn3, denominándose en conjunto Tn3‐
like.  Estos  transposones  de  clase  II  poseen  IR  de  38  pb  y  son  capaces  de  transponer 
eficientemente blaTEM (Poirel, 2008).  
 
Estos  transposones  incluyen,  como  se ha mencionado en  la  segunda parte de esta  revisión, 








2005).  Es  así  como  se  diferencia  entre  Tn1  (GenBank  accession  L27758),  Tn3  (GenBank 
accession  V00613)  y  Tn2*  (GenBank  accession  AY123253).  En  la  figura  45  se  detallan  los 
cambios para cada uno de los transposones. 
Figura 44: Tn3-like (Poirel ; 2008)








accession: X54607),  solo que para esta última  se hallaba depositado únicamente  la blaTEM  y 
unas 200 pb previas a  la misma. No  incluía  secuencia ni de  la  resolvasa  completa, ni de  los 
sitios  res  ni  de  la  transposasa.  Los  autores  denominan  a  esta  “nueva”  estructura  ampliada 
Tn2*,  aunque  apuntan  que  la  suponen  idéntica  al  transposón  Tn2  anterior  (Partridge  SR, 
2004).  
 












Durante mucho  tiempo se pensó que  la  transferencia plásmidica de  resistencia a quinolonas 
no existía. El primer hallazgo demostrado  fue en una cepa de K. pneumoniae  (portadora del 
plásmido  pMG252)  que  podía  transmitir  un  nivel  bajo  de  resistencia  a  quinolonas  a  otras 
enterobacterias  (Martínez‐  Martínez,  1998).  El  gen  transferido  se  denominó  qnr  (Jacoby, 
2005).  
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que  describieron mostraban  al  gen  qnr  incluido  en  integrones  complejos  de  la  familia  In4, 















Figura 46: Se muestran los genéticos de qnr para los plásmidos pHSH1 (In36) y pHSH2 (In37), pMG252 
y pQR1 comparando con la de pSAL-1 (Wang, 2003; Mammeri, 2005) 
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La expresión de qnr depende de las secuencias promotoras ‐10 y ‐35 localizadas en ISCR1 en su 




Alabama,  EEUU)  fue  publicada  en  2006  en  EEUU  (Robicsek,  2006),  y  en  2007  en  España 
(Rodríguez‐Martínez, 2007) pero esta vez  junto  con otras  tres  cepas de K. pneumoniae  (N5, 
1969 y 1132) no clonalmente relacionadas y aisladas en también en EEUU entre 1995‐97. La 
estructura  del  integrón  conteniendo  qnrA1  en  UAB1  había  sufrido  algunos  cambios  en  el 
tiempo  que  había  transcurrido  hasta  su  secuenciación  en  España.  La  determinada  por  A. 
Robicsek y  colaboradores es  idéntica a  las  cepas N5, 1969 y 1132.  La determinada por  J.M. 





Figura 47: Comparación de las dos diferentes estructura s para estas 4 cepas (Rodríguez-Martínez, 2007) 
 
Otros muchos trabajos corroboran estas estructuras genéticas: bien tipo UAB1/pMG252, con 
la  segunda copia de 3’CS  inmediatamente  tras qnr y  finalizados por  IS6100  (“tipo 1A”), bien 
tipo N5,  1960  y  1132,  igual pero  sin  IS6100  y  en  su  lugar  dfrA19  (“tipo  1B”), o bien  como 
In36/37,  con  la  presencia  de  un  gen  ampR  entre  qnr  y  la  segunda  copia  de  3’CS  y  sin  un 
segundo  ISCR1  (“tipo 2”). En  la  tabla 10 se hace  referencia al  tipo de estructuras publicadas 
según estos modelos: 
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qnrS2  en  una  cepa  ambiental  de  Aeromonas  punctata  donde  qnrS2  forma  parte  de  una 
estructura de 1.375 pb flanqueada por dos IR imperfectas de 22 pb y sus correspondientes DR 
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de 5 pb  (figura 48), recordando a  la estructura de un transposón, pero sin transposasa en el 
fragmento  (Cattoir, 2008A). Dada  la presencia de DR,  la estructura parece haberse adquirido 
por  transposición.  De  esta  forma,  lo  descrito  es  así  denominado  mic  (mobile  insertion 
cassette),  esto  es,  como  si  fuese  una  IS  pero  sustituyendo  la  transposasa  por  un  gen  de 
resistencia.  Lo  que  sí  incluye  este  mic  son  sendas  secuencias  promotoras  ‐35  y  ‐10.  Una 











Figura 48: Comparación de la estructura del plásmido pFBAOT6 de una cepa de Aeromonas punctata vs. pA3S7 
portador de qnrS2, insertado en medio de mpR (metalopeptidasa). Dos barras negras señalan las IR y dos triángulos 
pequeños las DR (CCTCC) (Cattoir, 2008A). 
Figura 49: ISPmi1 está comprendido entre las IRL e IRR marcadas. En su interior, orfA y orfB, solapados, contienen 




   
Por último, es novedosa la demostración de la movilización, que no de la expresión, de un gen 
qnrB19  por  un  ISEcp1C  en  una  aislado  clínico  de  E.  coli  (Cattoir,  2008B)  denominado  los 
autores a esta estructura Tn2012  (figura 50). El hecho de que  ISEcp1C y qnrB19 se hallen en 





Figura 50: Tn2012 descrito por primera vez para ISEcp1C y qnrB19 (Cattoir, 2008B) 
 
Este mismo  transposón  Tn2012  fue  hallado  con  posterioridad  en  una  cepa  de  Salmonella 
enterica  ser.  Typhimurium  incluido  en  un  Tn3 portador de blaTEM‐1  (Dionisi,  2009).  Este  Tn3 
habría sido probablemente truncado en un primera fase por un par de  IS26 portadoras del gen 
aphI. Posteriormente Tn2012 se inserta en medio de estas dos IS26 (figura 51). La presencia de 





   
 
Figura 51: Estructura del plásmido p61/9 (Dionisi, 2009)   
 
La  presencia  de  IS26  e  ISEcp1C  en  el  interior  de  este  Tn3  truncado  puede  facilitar  la 

















































































































































al gen de  resistencia a quinolonas qnr, de un  total de 156  cepas  caracterizadas,  todas ellas 
procedentes  de  aislados  clínicos  recogidos  en  el  Laboratorio  de Microbiología  del  Hospital 
Clínico Universitario de Salamanca durante el periodo 2001‐2004.  
 















   
A todas ellas se  les extrajo ADN plasmídico con el sistema “WIZARD® Plus SV Minipreps DNA 
Purification  System,  Promega  Co.,  USA”  y  todas  fueron  sometidas  a  experimentos  de 
conjugación. En caso de obtenerse transconjugante, se extraía nuevamente ADN plasmídico y 








- Paneles  de  identificación  y microdilución MIC Gram Negativos,  del  Sistema WIDER 
(Francisco Soria Melguizo, S.A.)   
- Placas  de  agar Mac  Conkey  preparadas manualmente  a  una  concentración  de  100 







(Jacoby,  1996).  Esta  cepa  presenta  un  perfil  bioquímico  determinado  en  cuanto  a  la 
acidificación  de  carbohidratos  en  los  paneles WIDER  empleados  en  la  identificación  de  las 
cepas  de  este  estudio.  Acidifica:  sorbitol,  rhamnosa,  arabinosa  y melodiosa,  y  se muestra 
inactivo frente a rafinosa, inositol, adonitol y sacarosa. Es sensible a todos los antimicrobianos 
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se  inoculan,  en  un  tubo  con  5 mL  de  caldo,  ambas  suspensiones  en  una  proporción  1:10 
(donadora/receptora) y se  incuban a 37ºC sin agitación. Se probó  también  la proporción 1:1 
descrita en algunos otros estudios  (Wang, 2004), obteniéndose  resultados similares. Al cabo 
de 24 horas, esta mezcla se filtra utilizando los soportes Millipore conectándolos a una bomba 
de vacío, que ejerce  la  fuerza de succión. A continuación  la membrana se  retira y se  incuba 
sobre el agar de una placa Chocolate‐PolyViteX (bioMeriéux) toda la noche. Tras este periodo, 
la membrana se  introduce en un cono de 50 mL de volumen, conteniendo aproximadamente 
10  mL  de  caldo  nutritivo.  Se  agita  vigorosamente  para  desprender  todas  las  UFC  de  la 
superficie  del  filtro  y  se  centrifuga.  Para  poder  seleccionar  las  cepas  receptoras  que  hayan 
adquirido  el  plásmido  que  confiere  resistencia  (en  este  caso  a  β‐lactámicos)  se  siembra  el 
sedimento en las placas con azida y ceftazidima preparadas previamente. Se incuban hasta 48 
horas  a  37ºC.  Las  colonias  que  crecen  en  este medio  selectivo  se  identifican  utilizando  los 
paneles WIDER  y  se  verifica que  el perfil bioquímico pertenezca  al  E.  coli  J53 AzR    y que  la 






Para  las  extracciones  de ADN  plasmídico  se  utilizó  el  sistema  comercial:  “WIZARD®  Plus  SV 
Minipreps  DNA  Purification  System,  Promega  Co.,  USA”,  en  el  modo  “Extracción  por 
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y  se  resuspendía  el  pellet  con  uno  de  los  reactivos  comerciales  proporcionados  (Cell 
Suspension).  Siguiendo  los  pasos  del  fabricante,  se  añadía  proteasa  alcalina,  separando 


























dianas  específicas  por  PCR,  que  determina  18  de  los  más  predominantes  grupos  en 
enterobacterias  (Carattoli,  2005).  Estas  18  parejas  de  oligonucleótidos  (F,  forward,    primer 































   
• PCR Múltiple nº2: X, L/M, N. 
TABLA 13. PCR MÚLTIPLE Nº2. 

















































   
• PCR Múltiple nº4: Y, P, FIC. 
TABLA 15. PCR MÚLTIPLE Nº4. 























































   
• PCR nº7: K 
TABLA 18. PCR SENCILLA Nº7. 


















minuto  a 72ºC,  y un último  ciclo  a 72ºC de 5 minutos.  La PCR  simple nº 6  siguió el mismo 
esquema solo que con una temperatura de anillamiento de 52ºC. Para estas PCR se utilizó el 





Todas  las parejas de primers relacionadas con  los entornos genéticos de BLEEs y qnr   de este 
trabajo fueron amplificadas siguiendo un esquema de programación estándar para PCR: 
- Ciclo inicial de 5 minutos a 95ºC 
- 30  ciclos  combinados  de:  desnaturalización  (30  segundos  a  95ºC),  anillamiento  (Tª 
según  secuencia del oligonucleótido) y elongación, variando para  cada  caso  tanto  la 
120 
   
temperatura de unión de  los primers, ajustándola para cada pareja entre 3 y 5ºC por 
debajo de la obtenida de la siguiente fórmula: 2 x (nº de A + nº T) + 4 x (nº de C + nº de 










Los primers utilizados para el entorno  genético de blaSHV  se muestran en  la  tabla 20. En  la 
figura 52  se presentan de  forma esquemática  las piezas genéticas  implicadas,  indicando con 
flechas rojas los puntos aproximados de anclaje de cada primer en el gen correspondiente. Las 


































































































































































   
 
                                 





















recFtnpA      SHVrecF     
Depositado previamente en E. coli: GenBank accession NC004998 
 
                     705         51 14 75       861                 22           762       262     903            13             1252                  337t    14 40           705 
IS26 
                                    918              31         1146               30       261            298           861                   21       762 








                       705    51 14 75          861             22         762        138 38 153         
tnpA 
IRR 





Figura 52: Figuras esquemáticas de los entornos de blaSHV hallados en las cepas de este trabajo. En 
rojo, los nombres de los primers. Las flechas indican de forma aproximada los puntos de anclaje.  
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PRIMERS  BLEE TEM 
 










































































Figura 53: Figura esquemáticas de los entornos de blaTEM hallados en las cepas de este trabajo. En 
























































































































                 orf513               
 
 







                 1263                  191  18  44          876               15  60     924  
orf3 





Figura 54: Figura esquemáticas de los entornos de blaCTX-M hallados en las cepas de este trabajo. En 










   
4.1.3 Entornos genéticos de integrones de clase 1 
 
Los  integrones  de  clase  1  son  habituales  portadores  de  genes  de  resistencia,  tanto  por  su 



































































































































attl1 59 be 59 be 
dfrA16 aadA2 
 1014      85 56 21   474     98 22    780            52 110   348               839        25  /380 – 1542 – 232/            
CTX-M 
Figura 55: Figura esquemáticas de un IntI1 frecuentemente vinculado a blaCTX-M. En rojo, los nombres de los primers. Las 
flechas indican de forma aproximada los puntos de anclaje. Se señala también los sitios attl1 y 59be.  
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4.1.4 Entorno qnr: 
 
Tomando como referencia  la descripción del entorno genético de qnr en  In36 e  In37  (Wang, 
2003)  se  elaboraron  una  serie  de  primers  cuya  combinación  podía  cubrir  las  secuencias 











































































































      qnrA                       orf6‐IS6100 
          M4             
 
 
M3              M4N           M5N                  sulorf6       




QNR ISCR1 ampR sul1 orf 5 orf 6 
                          /236 – 1542 – 232/           32          657            187     875           322    277          839    129    501      25     288   134       880   
IS6100 
Figura 56: Figura esquemáticas de la parte correspondiente a qnr en un integrón compuesto de clase 1. En rojo, los nombres de 









   
4.2 DETECCIÓN Y SECUENCIACION DE LOS AMPLIFICADOS 
 




Tras  la amplificación por PCR, permanecen en  la mezcla de reacción  junto con  las copias del 
amplificado  muchos  dNTPs  y  oligonucleótidos  sin  consumir.  Todos  estos  restos  pueden 
interferir en la posterior reacción de secuenciación. Para evitarlo, antes de preparar los viales 
para  secuenciar,  se utilizó un preparado  comercial que hidroliza  todos estos  restos de ADN 






con  fluorocromos.  El  Servicio  de  Secuenciación  devolvía  una  secuencia  en  forma  de 
cromatograma,  que  era  interpretado  y  analizado  utilizado  el  programa  informático 
Chromas.exe  para  desvelar  la  lectura  de  la  secuencia,  el  programa  BLAST  disponible  en 













































implica  el  cambio  aminoacídico  publicado  para  la  transposasa  ISEcp1B  (Poirel,  2005).  No 
resultó tampoco para ninguna de  las   blaCTX‐M‐14 el enlace de  la BLEE con  la transposasa de  la 


















       1263                        14          876 
Figura 57: Represtación del entorno genético de la blaCTX-M-14 y blaCTX-M-15 de las cepas 32B, 40, 42, 54 y 100.  
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Ceftazidima  2  2  <=1  >16 
Cefotaxima  >8   >8   >8   >8  
Cefepima  16  16  2  >16 
 
Las 3  cepas de E.  coli portadoras de blaCTX‐M‐14  resultaron positivas para  la amplificación del 
grupo  de  incompatibilidad  plasmídica  K  (Diestra,  2009;  Valverde,  2009),  y  la  cepa  nº  54, 


















   
1.1.3. E. coli (cepa nº 51) portador de una blaCTX‐M‐15.  
 
No resultó el  intento de vincular  la blaCTX‐M‐15 de  la cepa 51 a un ISEcp1. Es probable que otra 
estructura  trunque  la  estructura,  tal  y  como  se  ha  descrito  en  la  Revisión  de  este  trabajo 
(figura 27). No resultó la amplificación utilizando como primer F tnpA de IS26 como otros casos 






















   





habitualmente  inmediatamente  a  continuación  de  la  transposasa  de  un  IS26  que  a  su  vez 
forma parte de un transposón compuesto, que de hallarse íntegro, se encuentra formado por 
dos copias  idénticas de  IS26 a modo de extremos, ambas siempre en el mismo sentido y a  la 
vez opuesto al de la BLEE. Esta estructura aparece reflejada en la figura 58. A continuación de 






















SHV-12 deoR bK ygbL 
IRR 
tnpA ygbJ yg
Figura 58: Entorno genético de la blaSHV-12 de las cepas nº 48, 8, 12 y 29. Con las flechas en color rojo se 
recuerda los primers utilizados, expuestos en Material y Métodos. 
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compararon  los grupos de  incompatibilidad plasmídica presentes en ambas cepas. En  la cepa 
donadora se pudieron distinguir: I1/Iγ, N, F y FIB. En T48: N y F. Dado que la PCR nº6 (tabla 17) 
está diseñada para  reconocer  todos  los plásmidos del heterogéneo grupo  Inc‐F, es probable 





   
 
Figura 59: Gel con amplificados de PCR para grupos de 
incompatibilidad plasmídica. Primer peine: PCR múltiples del 1 al 5 
para 48 y T48 respectivamente. Segundo peine: PCR simples 6, 7 y 
8  para 48 y T48 respectivamente. Los primeros carriles están 
inoculados con un marcador de peso de 100 hasta 1500 pb.  
 













figura 61  se compara  la  secuencia donde  se  localizaron  los  tres  sitios  res adyacentes a  la ß‐




Figura 60: Entorno genético de la blaTEM-1 en cepa 48 
tnpA 






   
 
Tn1: TGCCTGACGGGCATTTAGTAACATTTTTGCAACCGTCCGAAATGTTATAAATTATCAGAC 
    |||||||||| | |||  |||||    ||||||||| |||||| ||||||||||||||||  
48:    TGCCTGACGG-C-TTTTTTAACACAACTGCAACCGTTCGAAATATTATAAATTATCAGAC   
 
ATAGTAAAACGGCTTCGTTTGAGTGTCCATTAAATCGTCATTTTGGCATAATAGACACAT            
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||   
ATAGTAAAACGGCTTCGTTTGAGTGTCCATTAAATCGTCATTTTGGCATAATAGACACAT   
 





Tn1 = Tn2*,  pero diferente de Tn3 
Tn1 = Tn3, pero diferente de Tn2* 
Cambio triple 
Figura 61: Los segmentos subrayados corresponden respectivamente a resI, resII y resIII del Tn3 de la cepa 48. Las tres 






















   
   
Figura 62: Gel con amplificados de PCR para grupos de 
incompatibilidad plasmídica. Primer peine: PCR múltiples del 1 al 5 
para 8 y T8 respectivamente. Segundo peine: PCR simples 6, 7 y 8  





















   
1.2.4. K. pneumoniae (cepa nº 29) portadora de blaSHV‐12. 
 




















Este  caso  representa una pequeña excepción  respecto  al  resto de  las 4  cepas del  grupo. El 
transposón compuesto en el que se ubica  la blaSHV‐12 no parece estar completo. Solamente se 
logró amplificar hasta el gen ygbK, no  siendo posible vincularlo al  IRR y  tnpA de  la  segunda 
copia de la secuencia de inserción IS26 (figura 63). 
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                705        51 14 75       861              22        762       262     903          13             1252           



































Figura 64: Tn compuesto IS26 truncado por un Tn1721 para la blaSHV-12  de las cepas 9, 98 y 84. 
 
144 




















El estudio de  los grupos de  incompatibilidad plasmídica presentes en ambas cepas  reveló  la 





   
Figura 65: Gel con los amplificados de las PCR para 
grupos de incompatibilidad plasmídica. Primer 
peine: PCR múltiples del 1 al 5 para 9 y T9 
respectivamente. Segundo peine: PCR simples 6, 7 y 











                             3047                                114                  558           184             861 
 
 




Tn1  TGCCTGACGGGCATTTAGTAACATTTTTGCAACCGTCCGAAATGTTATAAATTATCAGAC   
    |||||||||||||||||||||||||||| ||||||| ||||||||||||||||||| ||| 
  T9  TGCCTGACGGGCATTTAGTAACATTTTTCCAACCGTACGAAATGTTATAAATTATCGGAC   
 
ATAGTAAAACGGCTTCGTTTGAGTGTCCATTAAATCGTCATTTTGGCATAATAGACACATCG   
|| ||||||| | | | ||    |||| |||||||||| | ||||  |||||||||| 
ATCGTAAAACTGTTACATTAATATGTCTATTAAATCGTAAATTTGTAATAATAGACATGAGT   
 
TGTCTGATATTCGATTTAAGGTACATTTTATG   
Tn1 = Tn2*,  pero diferente de Tn3 
Tn1 = Tn3, pero diferente de Tn2* 
Cambio triple 
|||| ||||||||||||||||||||||||||| 
TGTCCGATATTCGATTTAAGGTACATTTTATG   
 
  Figura 67: Los segmentos subrayados corresponden respectivamente a resI, resII y resIII de la cepa 9. Las tres últimas bases 
remarcadas, ATG, corresponden al codón de inicio de la resolvasa.  
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1.3.2. E. coli (cepa nº 98) portador de  blaSHV‐12 y blaTEM‐1.  
 













donadora  como  en  T98  reveló  que  los  grupos  comunes  son  I1/Iγ  y  P.  La  cepa  original  es 
portadora a mayores plásmidos de los grupos FIB, F y K.  
Figura 68: Gel con los amplificados de las PCR para 
grupos de incompatibilidad plasmídica. Primer 
peine: PCR múltiples del 1 al 5 para 98 y T98 
respectivamente. Segundo peine: PCR simples 6, 7 y 























orf513,  siendo ésta  la descripción más  frecuente para dicha  β‐lactamasa  (Novais, 2006). Por 
delante de  ISCR1 existe una copia de una región 3`‐CS perteneciente a  integrones de clase 1 
(Sabaté,  2002A).  A  continuación  de  la  BLEE  la  estructura  finaliza  con  el  hallazgo  de  una 











CTX-M 9 ISCR1 orf3 sul1 




Figura 69: Represtación del entorno genético de la blaCTX-M-9 de la cepa 52   
 
148 
   
La blaTEM‐1  se halla en un Tn3‐like  y  tras el  análisis de  sus  sitios  res  al  compararlos  con Tn1 
(figura 70) se determinó que se trataba de un Tn2*. 
 
Tn1: TGCCTGACGGGCATTTAGTAACATTTTTGCAACCGTCCGAAATGTTATAAATTATCAGAC   
    |||||||||||||||||||||||||||| ||||||| ||||||||||||||||||| ||| 
52:  TGCCTGACGGGCATTTAGTAACATTTTTCCAACCGTACGAAATGTTATAAATTATCGGAC   
 
ATAGTAAAACGGCTTCGTTTGAGTGTCCATTAAATCGTCATTTTGGCATAATAGACACATCG   
|| ||||||| | | | ||    |||| |||||||||| | ||||  |||||||||| 
ATCGTAAAACTGTTACATTAATATGTCTATTAAATCGTAAATTTGTAATAATAGACATGAGT   
 
TGTCTGATATTCGATTTAAGGTACATTTTATG   
|||| ||||||||||||||||||||||||||| 




Tn1 = Tn2*,  pero diferente de Tn3 
Tn1 = Tn3, pero diferente de Tn2* 
Cambio triple 
Figura 70: Los segmentos subrayados corresponden respectivamente a resI, resII y resIII del Tn2* e la cepa 52. Las tres 












tres  cepas  originales  eran  portadoras  del  grupo  de  incompatibilidad  A/C,  tal  y  como  se 
describe en algunos trabajos (Hrabak, 2009). En los dos transconjugantes no se obtuvo ningún 

















Ceftazidima  >16  4  >16  8  16 
Cefotaxima  >8  >8  >8  >8  >8 
Cefepima  >16  4  >16  8  8 
 




gen  recF  a  una  TnpA  de  IS26  anterior.  Esto  coincide  también  con  las  dos  secuencias 
depositadas  en  PubMed  para  esta  BLEE,  en  las  que  existe  un  corte  en medio  del  gen  recF 
(GenBank accession NC_010886 y AF282921). 
 
   recF KdpC SHV-2 
 
 



























El  análisis  de  la  secuencia  de  la  blaSHV  desveló  que,  poseyendo  la  misma  cadena  de 
aminoácidos que  la blaSHV‐1, existía una mutación  significativa en el aminoácido número 65 
(nº69 en las tablas de Lahey: http://www.lahey.org/Studies/) que es M (Metionina) para SHV‐1 
(GenBank  accession  AF148850)  y  en  esta  nueva  variante  cambia  a  L  (Leucina)  variando  el 







   
 
              IRL 
KdpC SHV-132 recF deoR tnpA LacY 
 
                                    918              31         1146               30       261            298           861                   21       762 
 
 




de menor  para  A)  cuando  la  secuencia  pertenecía  o  bien  a  la  BLEE  unitaria,  o  bien  a  ésta 
vinculada  a  deoR,  probablemente  debido  a  la  existencia  de  una  SHV‐1  propia  de  la  K. 
pneumoniae también asociada a deoR. Sin embargo, en  la amplificación que vincula  la SHV a 
recF,  el  cromatograma  revela una única  señal  en  la primera base del  triplete: una  T. Otros 
cambios puntuales no significativos (no implican cambio aminoacídico) observados son: 
- Aminoácido nº 119  (123 en  tablas de Lahey): TGT. En SHV‐1 el  triplete es TGC, pero 
ambos codifican para C (Cisteína). 
- Aminoácido nº 134  (138 en  tablas de Lahey): CTG. En SHV‐1 el  triplete es CTA, pero 
ambos codifican para L. 
Y  en  las  posiciones  señaladas  a  continuación,  se  observa  un  doble  pico  de  lectura, 



















































   
  
 

























Figura 73: Gel con los amplificados de las PCR para 
grupos de incompatibilidad plasmídica. Primer 
peine: PCR múltiples del 1 al 5 para 84 y T84 
respectivamente. Segundo peine: PCR simples 6, 7 y 
8  para 84 y T84 respectivamente. 


































Figura 75: Represtación esquemática de los entornos de las blaCTX-M-14 y blaSHV-12  de la cepa 32A. 
IRL 
























El  entorno  genético  de  la  blaSHV‐12  del  T60  podría  haber  sido  originariamente  el  mismo 
transposón  compuesto  descrito  en  la  figura  58,  pero  se  al  analizarlo  se  vio  que  estaba 
interrumpido  a  mitad  del  gen  deoR.  Al  resultar  negativa  la  primera  hipótesis  de  dicho 
transposón estuviese truncado por un Tn1721, se planteó la posibilidad de que otra tnpA de un 
IS26  más  próxima  a  la  β‐lactamasa  de  lo  que  hasta  ahora  habíamos  obtenido,  fuera  la 
responsable de  la  interrupción. Esta opción quedó demostrada como aparece en  la figura 76. 









































Figura 76: Represtación esquemática del entorno de la blaSHV-12  de la cepa 60/T60.  
ISEcp1 
IRR 
tnpA CTX-M 15 
Figura 77: Entorno de la blaCTX-M-15  de la cepa 60/T60.  
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Figura 78: Gel con los amplificados de las PCR para 
grupos de incompatibilidad plasmídica. Primer 
peine: PCR múltiples del 1 al 5 para 99 y T99 
respectivamente. Segundo peine: PCR simples 6, 7 y 


















una tnpA perteneciente a una  IS26 dejando al descubierto  las últimas 287 pb de  la resolvasa 
(figura 80). No es posible distinguir qué tipo de transposón Tn3 es, ya que no hay acceso a  la 














                                 51  14    287pb finales            861 
CTX-M 9 ISCR1 orf3 sul1 




recF KdpC SHV-5 deoR
         1146         30       261                   298                  861           21       762 
Figura 79: Entorno de la blaCTX-M-9  de la cepa 99/T99.  






Figura 81: Entorno de la blaSHV-5  de la cepa 99.  
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trataba  de  un  Tn1  al  no  existir  ninguna  diferencia  entre  T44,  y  lo  depositado  para  este 
transposón (figura 82). 
Tn1: TGCCTGACGGGCATTTAGTAACATTTTTGCAACCGTCCGAAATGTTATAAATTATCAGAC   
    |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
T44 TGCCTGACGGGCATTTAGTAACATTTTTGCAACCGTCCGAAATGTTATAAATTATCAGAC   
 
ATAGTAAAACGGCTTCGTTTGAGTGTCCATTAAATCGTCATTTTGGCATAATAGACACATCG   
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
ATAGTAAAACGGCTTCGTTTGAGTGTCCATTAAATCGTCATTTTGGCATAATAGACACATCG   
 
TGTCTGATATTCGATTTAAGGTACATTTTATG   
|||||||||||||||||||||||||||||||| 
TGTCTGATATTCGATTTAAGGTACATTTTATG   
 
Tn1 = Tn2*,  pero diferente de Tn3 
Tn1 = Tn3, pero diferente de Tn2* 
Cambio triple 
  Figura 82: Los segmentos subrayados corresponden respectivamente a resI, resII y resIII del Tn1 de la cepa T44. 
Las tres últimas bases remarcadas, ATG, corresponden al codón de inicio de la resolvasa.  
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2.6 K.  oxytoca  (cepa  nº  121)  portadora  de  blaCTX‐M  9,  blaSHV‐12  y  el  gen  de  resistencia  a 
quinolonas qnrA1. 
 




Tras  los  experimentos  de  conjugación,  se  logró  obtener  un  transconjugante,  T121,  que 


















   
 
 
El  transposón  compuesto  formado  por  dos  copias  de  IS26  que  transporta  la  blaSHV‐12    es 











La  β‐lactamasa  blaCTX‐M‐9  se  halló  precedida  por  la  transposasa  de  un  ISCR1  (figura  85).  Se 
encontró  en  un  integrón  de  clase  1  similar  al  In60  (Sabaté,  2002B)  portador  de  los  genes 
casete dfrA16  (dihidrofolato‐reductasa) y aadA2  (aminoglucosido‐adenil‐transferasa). No  fue 
posible localizar la secuencia de inserción IS3000 que remata esta estructura tras el orf3 en la 
mayoría de  los casos. Tampoco resultaron  los  intentos de  localizar en ese punto alguna otra 
transposasa de un IS26 o alguna otra integrasa de otro integrón de clase 1 que pudiesen estar 
truncando esta estructura. 





SHV-12 deoR bK ygbL 
IRR 
tnpA ygbJ yg
Figura 83: Gel con los amplificados de las PCR para 
grupos de incompatibilidad plasmídica. Primer 
peine: PCR múltiples del 1 al 5 para 121 y T121 
respectivamente. Segundo peine: PCR simples 6, 7 y 
8  para 121 y T121 respectivamente. 
Figura 84: Represtación esquemática del entorno de la blaSHV-12  de la cepa 121/T121.  
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E∆1 aadA2 dfrA16 
int1 sul1 ISCR1 orf 3 CTX-M 9 
 

















ISCR1 ampR sul1 orf 5 orf 6 QNR tnpA 
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DISCUSION 
 
Como se ha referido en el apartado de Material y Métodos, el estudio se planteó sobre 
una serie de aislamientos productores de BLEEs obtenidos en un estudio previo, con el 
fin de conocer los entornos genéticos más habituales en las BLEEs detectadas como 
más frecuentes en nuestro medio. Además, se incluyeron una serie de aislamientos 
productores de varias BLEEs de manera conjunta, circunstancia que a partir de entonces 
se ha ido describiendo con mayor frecuencia (Lavilla, 2008), pero que en aquel 
momento era novedosa y llamativa (Valverde Romero, 2005) y respecto a las cuales no 
se había realizado aún estudio alguno de entornos genéticos, de modo que se ignoraba si 
las distintas BLEEs se encontraban unidas en los mismos elementos genéticos móviles, 
o al menos en los mismos plásmidos, lo que les permitiría transmitirse de manera 
conjunta, o en elementos o plásmidos distintos, lo que podía significar que la 
coincidencia de varias BLEEs en la misma cepa pudiera ser circunstancial, pero que la 
transmisión posterior a otros microorganismos no tendría por qué mantener ese mismo 
perfil. Todos los aislamientos estudiados, también de acuerdo con los perfiles de AP-
PCR realizados en estudios previos, no tenían relación clonal alguna (Valverde Romero, 
2007). 
 
En el estudio previamente mencionado, las BLEEs obtenidas con mayor frecuencia en 
E. coli fueron blaCTX-M-14, que suponía el 32,7% del total de cepas productoras, seguido 
de blaSHV-12 (7.1%), blaCTX-M-15 (6.4%) y blaCTX-M-9 (3.2%); mientras que en K. 




   
Por tanto, se seleccionaron 24 aislamientos representativos de las especies y BLEEs 
más frecuentes en dicho estudio, con el siguiente perfil:  







1 aislamiento de   K. pneumoniae   productor de un enzima  SHV  inicialmente 
similar,  en  los  fragmentos  secuenciados  previamente,  a  SHV‐1,  pero  con  perfil 
fenotípico de BLEE. 








De las 4 cepas estudiadas pertenecientes al grupo de producción de BLEEs más 
frecuentes en nuestro medio, E. coli productor de CTX-M-14, una de ellas producía 
además una TEM-1, mientras las otras 3 producían exclusivamente la BLEE 
mencionada.  Todas ellas, tal como se observa en la figura 57, muestran una estructura 
similar asociadas a un elemento ISEcp1, ubicándose inmediatamente después de su 
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transposasa. Como es bien sabido, ISEcp1 es una secuencia de inserción relacionada 
con la familia IS1380, que se describe frecuentemente asociada a las blaCTX-M 
pertenecientes a los clusters 1, 2 y 9 (CTX-M-14 pertenece a éste último), y es capaz de 
movilizar mediante transposición secuencias adyacentes a su extremo 3’. 
Adicionalmente, esta secuencia proporciona secuencias promotoras -35 y -10, que 
potencian la expresión del gen. Ello explica que la expresión de las BLEEs movilizadas 
en asociación con esta secuencia, sea mayor que la que se observa, para las mismas 
BLEEs, en los microorganismos en los que se cree que se originó, como Kluyvera, y en 
los que esta asociación no se produce. Recientemente se ha descrito una variante de esta 
secuencia de inserción, ISEcp1B, que presenta la mutación Q379R respecto a su 
homóloga ISEcp1 y que se ha descrito en diferentes enterobacterias, asociada a: CTX-
M-19 (GenBank accession AF458080), CTX-M-24 (GenBank accession DQ058149), 
CTX-M-14 (GenBank accession DQ058148 y AB180674), CTX-M-13 (GenBank 
accession DQ058147) de entre las CTX-M pertenecientes al Cluster 9, y asociada a 
CTX-M-3 (GenBank accession DQ058145 y EF437434) del Cluster 1. Sin embargo, 
todas las ISEcp1 halladas en este estudio asociadas a CTX-M-14, carecen de dicha 
mutación, de modo que se trata de ISEcp1 convencionales. En estudios previos, CTX-
M-14 se describe habitualmente asociada a ISEcp1 en su extremo 5’, tal como aparece 
en los casos aquí descritos, pero suele estar asociada además una secuencia de inserción 
IS903 en su extremo 3’ (Lartigue, 2004; Brasme, 2007), aunque esta última asociación 
no tiene poder movilizador, capacidad exclusiva de ISEcp1. Esta estructura es similar en 
otras enzimas pertenecientes también al Cluster 9, pero no incluidas en este estudio, 
como CTX-M-16, entre otras.  
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En las cuatro cepas estudiadas la secuencia de 42 pb coincide con la que se describe 
habitualmente separando la blaCTX-M-14 del IRR de ISEcp1 (Poirel, 2003; GenBank 
accession AF458080; otros: AF252622 y GQ385326): 
GAATACTGATGTAACACGGATTGACCGTATTGGGAGTTTGAG 
Sin embargo, en ninguna de nuestras cepas se encontró el fragmento IS903. Cabe la 
posibilidad de que este fragmento se haya visto desplazado, en su totalidad o de forma 
parcial por algún otro elemento insertado inmediatamente después del gen blaCTX-M-14. 
En este sentido, se ha descrito una estructura en la que secuencia típica  
IsEcp1 _ CTX-M-14 _ IS903 se ve truncada por un integrón de clase I (Bae, 2008), si 
bien en este caso, la secuencia afectada es la del ISEcp1 situado por delante del gen 
blaCTX-M-14. El hecho de que IS903 no se localice en ninguna de las 4 cepas portadoras 
de blaCTX-M-14 estudiadas, sugiere que pudiera ser una misma estructura común para 
todas ellas.  
Esta posibilidad se ver reforzada por el hecho de que una de las cepas portadoras de E. 
coli  blaCTX-M-15, perteneciente al Cluster 1, presenta una estructura similar, precedida 
por ISEcp1 y no seguida de IS903. La distancia entre el final de IRR y el inicio de 
blaCTX-M-15 es de 48 bases, como se describe habitualmente (Lartigue, 2004; Boyd, 2004 
GenBank accession AY458016. Otros: GU479916). Dicha secuencia es: 
GACTATTCATGTTGTTGTTATTTCGTATCTTCCAGAATAAGGAATCCC 
Finalmente, el otro aislado de E. coli con blaCTX-M-15 estudiado no fue posible vincularlo 
a ninguna de las estructuras descritas habitualmente entorno a ella ni se obtuvo para él 
transconjugante. No obstante, la enzima sigue siendo funcional, con unas CIMs 
similares a las de otras CTX-M 15 estudiadas. El estudio definitivo de esta secuencia 
requerirá de su clonación para poder determinar definitivamente en qué consiste. 
169 
   
Las dos CTX-M-15 de este trabajo pertenecían al mismo grupo de incompatibilidad: el 
incF, así como los E. coli CTX-M-14 pertenecían al incK, coincidiendo con datos de 
otros estudios (Diestra, 2009; Navarro, 2007A-B; Valverde, 2009). 
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Las cepas productoras de SHV-12 constituían aproximadamente el 7% del total de 
cepas productoras de BLEEs. Pese a que SHV es una enzima característica 
fundamentalmente del género Klebsiella, se encontró esta enzima tanto en K. 
pneumoniae como en E. coli, aunque en entornos no totalmente idénticos entre ellas, y 
en la mayor parte de los casos asociados asimismo a la producción de enzimas de tipo 
TEM. 
Se ha demostrado que las enzimas SHV están situadas inicialmente en el cromosoma de 
Klebsiella, del que probablemente ha sido movilizado por elementos contenidos dentro 
del propio cromosoma, a partir de lo cual ha empezado a ser localizada en 
microorganismos pertenecientes a otos géneros y especies. De hecho, se ha comprobado 
que SHV-12 muestra con frecuencia un entorno prácticamente idéntico a las SHV 
cromosómicas, pero flanqueada por dos secuencias de inserción IS26, que son con toda 
probabilidad las que han permitido su movilización. SHV-12 se describe siempre 
movilizada por IS26, y asociada al regulador transcripcional deoR y al operon ygb 
formado por: ygbJ, que codifica una óxido-reductasa,  ygbK, una RNA-sintetasa no 
funcional posiblemente debido a una deleción de 14 pb y ygbL, un gen codificador  de 
una fuculasa, conocido también como fucA.  
Esta estructura, que aparece en las figuras 38 y 58, es la que se encontró en 3  de los 5 
aislamientos de E. coli portadores de SHV-12, tal como aparece descrito para los 
plásmidos pUMb9 (GenBank accession EF370423), y pEC-IMPQ (GeneBank 
accession EU855788). Sin embargo, en los dos aislamientos restantes, se observa una 
estructura que es idéntica a la referida anteriormente desde IS26 en 5´ hasta el gen deoR, 
pero que presenta a partir  de la zona no codificante entre deoR y ygbJ, la inserción de 
un transposón Tn1721. Esta inserción, no obstante, no afecta a la expresión de la 
enzima, ya que el promotor se conserva por encima de SHV-12. Una estructura similar 
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ha sido descrita previamente en P. aeruginosa, en el plásmido  pPL20, pero asociada a 
SHV-2a, una enzima de la misma rama evolutiva que SHV-12, y habitualmente 
vinculada a estructuras similares; y muy recientemente se ha descrito esta estructura en 
una SHV-12 pero en un aislado de Salmonella Typhimurium, incluida en el pásmido 
p61.9. Sin embargo, ésta estructura no había sido descrita previamente en E. coli. Ha de 
resaltarse además que en este estudio se describe esta estructura, entre las cepas 
portadoras de una única BLEE, en dos aislamientos de E. coli no vinculados en absoluto 
epidemiológicamente, lo que sugiere que podría tratarse de una estructura relativamente 
frecuente entre las cepas productoras de SHV-12  en nuestro medio.  
En cuanto a las dos cepas de Klebsiella pneumoniae portadoras de SHV-12, las 
estructuras que se suelen describir asociadas son las mismas que se describen para E. 
coli. En uno de los casos, aparece la estructura predominante en E. coli con el 
transposón IS26 completo, mientras que en el otro caso no se pudo continuar 
amplificando la estructura a partir del gen ygbK, lo que sugiere que la estructura esté 
truncada a partir del primer tercio de este gen, eliminando parte de este gen, el 
fragmento de ygbL y el IS26 final.  
Se obtuvieron transconjugantes en 4 de los 7 aislamientos productores de  SHV-12. Los 
tres aislamientos en los que no se obtuvo transconjugante (1 E. coli y 2 K. pneumoniae), 
poseían los grupos de incompatibilidad N y K, que son al caso los que también se hallan 
en la mayoría de los transconjugantes con la estructura IS26 completa. Los dos 
transconjugantes obtenidos a partir de los aislamientos que presentaron la estructura 
IS26 truncada por el Tn1721, coinciden en ser portadores del grupo I1/Iγ. 
  
SHV-2 se detectó solamente en K. pneumoniae, especie en la que constituye uno de los 
grupos de BLEE más frecuentes en nuestro medio. SHV-2 pertenece al mismo tronco 
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que SHV-5,  y se describe asociada a estructuras similares, ligadas a secuencias de 
inserción IS26.  Las enzimas pertenecientes a esta rama suelen describirse incluidas en 
estructuras en las que el gen blaSHV se encuentra seguido de la cadena 
deoR_ygbJ_ygbK_ygbL, o de una parte de la misma, de manera similar a lo que ocurre 
con la rama que incluye a SHV-12 y SHV-2a, finalizada habitualmente por un IS26. Sin 
embargo, mientras en esta última rama el gen blaSHV suele ir precedido inmediatamente  
por IS26, en el caso de la rama que incluye a SHV-2, suele incorporarse entre medias el 
gen recF, que codifica una proteína perteneciente a un sistema de reparación genómica. 
No obstante según algunas descripciones de los entornos de SHV-2 (plásmido pK245, 
GenBank accession NC_010886), este recF puede estar incompleto debido a la 
inserción de diferentes elementos dentro de su secuencia (Chen, 2006), y por tanto 
hipotéticamente podría ir precedido de IS26, pero desde luego no de forma inmediata.  
Esta estructura se da en este estudio, y es que la SHV-2 está precedida, en los tres casos 
estudiados, por un gen recF aparentemente también incompleto, ya que de las dos 
parejas de primers disponibles (ver tabla 20 y figura 52) solamente amplificaba aquella 
pareja que vincula a la BLEE, y la pareja asociada a la TnpA de IS26, donde uno de los 
primers ancla en la posición 118 de recF tras el final del transportador de lactosa, no 
resulta, sugiriendo o bien la carencia de la transposasa, o bien la deleción de un 
fragmento  en la secuencia de recF adyacente a la permeasa de lactosa lacY. Esta 
estructura se conserva tanto en las tres cepas donadoras como en los dos 
transconjugante que se obtuvieron. Todas pertenecieron al grupo de incompatibilidad 




   
Uno de los principales hallazgos de este estudio fue el de una enzima del grupo SHV 
que presenta una mutación significativa no descrita previamente, por lo que constituiría 
una nueva enzima del grupo SHV, catalogada provisionalmente como SHV-132. Se 
trata de una enzima que presenta un cambio de metionina a leucina en la posición 65 (69 
según la nomenclatura de la clasificación de Lahey). Cambios en esta posición se han 
descrito previamente en otras enzimas como SHV-49, SHV-52 y SHV-92, pero en todos 
los casos a isoleucina, y tanto en el caso de SHV-52 y SHV-92, asociadas a mutaciones 
en otras posiciones. La enzima más similar, en cuanto que presenta también un solo 
cambio, y éste aparece en la misma posición, es SHV-49. La enzima descrita aquí 
muestra un claro comportamiento de BLEE, con CIMs altas tanto de cefalosporinas de 
3ª como de 4ª generación. En cuanto al entorno genético, muestra un entorno próximo al 
de las enzimas SHV de la rama de SHV 5 y SHV 2a. De hecho, es una estructura 
semejante a la descrita para SHV-5 en el plásmido p1658/97 (figura 40), en el que el 
gen bla se encuentra asociado a un IS26 que va seguido de una lactosa-permeasa (lacY-
orf41), un gen recF, la subunidad C de la ATP-asa transportadora de potasio del sistema 
de alta afinidad KDP (KdpC-orf43), y finalmente el gen codificador del enzima SHV, 
seguido de un regulador transcripcional deoR. En el mencionado plásmido, deoR va 
seguido del operon ygb y finalmente un segundo IS26 que delimita el transposón 
compuesto.  En el caso de blaSHV-132, este fragmento final posterior a deoR no se ha 
secuenciado, por lo que no se puede afirmar que sea idéntico al que suele incluir a SHV-
5, aunque es probable que sea así ya que se trata de una estructura muy estable entre los 
IS26 que vehiculan genes blaSHV pertenecientes a este grupo. La secuenciación 
completa de este fragmento y del plásmido requerirá estudios adicionales.  
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Una de las características que resultaron más sorprendentes entre los estudios previos 
realizados en nuestra zona en relación con la prevalencia de enterobacterias productoras 
de BLEEs, fue la frecuencia relativamente alta de cepas productoras de dobles BLEEs. 
Se trataba de una circunstancia hasta entonces descrita de forma esporádica y muy 
infrecuente, mientras que en nuestro medio se revelaba como una circunstancia 
relativamente frecuente. Resultaba de gran interés conocer si los genes bla estaban 
incluidos en los mismos elementos móviles en cuyo caso transferirían siempre de forma 
conjunta, si se encontraban en plásmidos que cotransferían, o si se trataba de un 
acúmulo circunstancial en una cepa determinada, que no tenía por qué tener continuidad 
en otras cepas.  
En consecuencia, se incluyeron en el estudio  dos aislamientos de E. coli productores de 
CTX-M-14 + SHV-12,  uno de E. coli productor de CTX-M-15 + SHV-12, otro de E. 
coli productor de CTX-M-9 + SHV-5, otro de  K. pneumoniae productor de SHV-2 + 
TEM-4 y un último aislamiento de  K. oxytoca productor de CTX-M-9 + SHV-12, 
además de un gen qnrA1. 
 
En el caso de las dos cepas productoras de CTX-M-14 y SHV-12, una de ellas se 
encontró asociada además a una TEM-1. En el aislamiento con CTX-M 14 y SHV-12 
pero sin TEM-1 no fue posible obtener transconjugante, por lo que se trabajó sobre el 
aislado original. En la cepa con las tres beta-lactamasas sí se obtuvo transconjugante, 
pero solamente hubo transmisión eficiente del plásmido portador de SHV-12, ya que no 
se detectó CTX-M-14 en el transconjugante. La dificultad para obtener transconjugantes 
a partir de cepas portadoras de CTX-M-14 sugiere que se encuentran asociadas a 
plásmidos que se transmiten con mucha más dificultad que otros, al contrario de lo que 
ocurre en general en los portadores de enzimas del grupo SHV. En España, las BLEE 
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CTX-M-14 se describen asociadas principalmente a plásmidos del grupo de 
incompatibilidad IncK (Diestra, 2009). En este caso en la cepa donadora se detectaron 
plásmidos de los grupos de incompatibilidad I1/Iγ, P, FIA, FIB y K. Por otra parte, el 
transconjugante, portador solamente de SHV-12, muestra un perfil de CIM claramente 
diferente, con CIMs algo inferiores a la cepa donadora frente a ceftazidima, y 
claramente inferiores frente a cefotaxima y cefepima. Si se comparan estos datos con las 
CIMs de cepas portadoras solamente de CTX-M-14, se puede afirmar que, en estos 
casos, la resistencia a ceftazidima deriva principalmente de la acción de los enzimas del 
grupo SHV, mientras CTX-M-14 muestra una actividad claramente superior frente a 
cefotaxima y cefepima. En ambos aislamientos originales, la CTX-M-14 se detectó 
asociada a un ISEcp1, de forma similar a lo que se ha referido en las cepas portadoras 
de CTX-M-14 de manera aislada. ISEcp1 se describe habitualmente asociado a enzimas 
CTX-M de los clusters 1, 2 y 9, que incluyen a las CTX-M más frecuentes en España. 
Como se ha referido ya previamente, el proceso de transposición que condiciona esta 
secuencia de inserción implica que este elemento es suficiente para dar lugar a la 
movilización del gen, proporcionando además secuencias promotoras para el mismo. 
Las secuencias que puedan encontrarse en el extremo 3’ son poco trascendentes tanto 
para la movilización como para la expresión de la beta-lactamasa. No obstante, al igual 
también que en otras cepas productoras de CTX-M-14 descritas en este estudio, la 
secuencia IS903 que se describe en la mayor parte de los casos en el extremo 3’ de 
CTX-M 14 no aparece. No fue posible determinar la secuencia que continúa a CTX-M-
14 para esta cepa, ya que probablemente se trate de un realineamiento de genes no 
descrito, que deberá estudiarse en el futuro mediante clonación. 
El gen blaSHV-12 presente en el transconjugante que nos ocupa, muestra un entorno 
genético ya descrito en otros dos E. coli de este trabajo portadores sólo de SHV-12. Se 
176 
   
trata de una SHV-12 asociada a una secuencia de inserción IS26 en 5´, en la que la 
cadena de genes deoR-ygbJ-ygbK-ygbL asociada de forma característica a este 
transposón compuesto, se encuentra truncada a la altura de deoR por un Tn1721. Tal y 
como se ha referido previamente, se ha descrito sólo muy recientemente en 
enterobacterias, concretamente en Salmonella, y no estaba descrita previamente en E. 
coli. Pese a ello, parece tratarse de una estructura frecuente en nuestro medio, ya que 
aparece en varias cepas de este trabajo. Por otra parte, la transferencia aislada de esta 
BLEE en la cepa doble demuestra que se encuentra en un plásmido distinto de CTX-M-
14. Todos los transconjugantes obtenidos de las cepas con un IS26 truncado por un 
Tn1721 (tres en total en este trabajo) mostraban un plásmido perteneciente al grupo de 
incompatibilidad I1/Iγ.  
En cuanto a la segunda cepa portadora de estas dos BLEE, mientras CTX-M-14 se 
encuentra en una estructura idéntica a la anterior, SHV-12 se localiza en un transposón 
compuesto con un IS26 en su extremo 5’, pero que muestra, aparentemente, una 
interrupción, aunque mucho más desviada hacia el extremo 3’, al final del gen ygbK,  tal 
como se describió anteriormente en una K. pneumoniae de este trabajo, portadora 
solamente de SHV-12, de modo que el gen ygbL y el extremo 3’ del transposón 
probablemente estén alejados por la inserción de algún otro fragmento. En este caso no 
se obtuvieron transconjugantes, como es habitual en las cepas portadoras de CTX-M-14 
en nuestro medio, y como ocurría también en la otra cepa descrita con un IS26 similar. 
Como en el caso anterior, pese a tratarse de estructuras de entorno genético no 
conocidas previamente, parecen no ser infrecuentes en nuestro medio, ya que aparecen 
en varias cepas, tanto productoras sólo de SHV-12 como de combinaciones de varias 
BLEEs.  
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En el caso de la cepa doble estudiada portadora de SHV-12 y CTX-M-15, los entornos 
genéticos observados fueron semejantes a los de la primera cepa portadora de SHV-12 y 
CTX-M 14, aunque con alguna diferencia llamativa. Como en el caso de las cepas 
portadoras de SHV-12 y CTX-M 14, el transconjugante adquirió solamente la SHV-12, 
lo que confirma la mayor transferibilidad de los plásmidos que vehiculan enzimas de 
este tipo, así como su mayor vinculación a la resistencia a ceftazidima, mientras, la 
resistencia a cefotaxima y cefepima se vincula más al grupo CTX-M. Pese a que la cepa 
donadora portaba plásmidos pertenecientes a grupos diversos (I1/Iγ, FIB, F, K, N), la 
receptora mostró solamente plásmidos del grupo N, lo que demuestra que SHV-12 va, 
en este caso, vehiculada por plásmidos de este grupo.  
El entorno genético observado para CTX-M-15 en la cepa donadora mostró una 
estructura similar a la demostrada para otras CTX-M-14 y -15 descritas en el estudio, 
asociadas a un ISEcp1 en 5’, sin que sea posible localizar en el extremo 3’ la secuencia 
de inserción IS903 que se suele describir asociada a estas estructuras. Ello no quiere 
decir necesariamente que esta secuencia de inserción haya desaparecido, sino que puede 
simplemente haber sido desplazada por otra inserción que la haya alejado del gen bla.  
Como en la práctica totalidad de los casos previamente estudiados, SHV-12 se asocia de 
nuevo a un transposón compuesto acotado por IS26. La estructura conservada de este 
transposón, descrita en la figura 58, parece sin embargo ser una estructura 
genéticamente poco estable, ya que en algunas cepas estudiadas ha sido frecuente 
encontrarla interrumpida a diferentes niveles dentro del operón ygb (inserción de 
Tn1721, interrupción a nivel de ygbK). En este caso aparece, truncando el gen deoR, el 
IRR y la transposasa de un IS26, de modo que se genera un deoR incompleto y un 
transposón compuesto nuevo con sus dos extremos IS26, pero contiendo solamente 
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SHV-12 y un fragmento de deoR. Esta estructura no había sido descrita previamente, y 
ha sido depositada en GenBank con el nºxxxxx.  
En el caso de la cepa portadora de CTX-M-9 y SHV-5, que además era portadora de 
una TEM-1, se obtuvo un transconjugante portador de ambas BLEE, situación como se 
ha venido viendo poco frecuente, debido a la mayor dificultad para transferirse el grupo 
CTX-M.  Ello justifica que las CIMs de la cepa donadora y del transconjugante 
muestren CIMs similares.  
En este caso, de los numerosos grupos de incompatibilidad presente en la cepa 
donadora, el transconjugante adquiere sólo uno, el HI2, lo que sugiere la posibilidad de 
que ambas enzimas vayan vehiculadas en el mismo plásmido.  
La estructura que alberga a CTX-M-9 es la característica asociada a un integrón de clase 
I (figura 79), descrita previamente y referida por otros autores como la habitual para 
esta enzima.  
En cuanto a SHV-5, es cierto que se asocia a una estructura semejante a las descritas 
habitualmente para su cluster, pero se trata aparentemente, una vez más, de una 
estructura interrumpida (figura 81). Las estructuras descritas habitualmente para este 
cluster presentan, en el extremo 5’ de RecF, una permeasa lacY y una IS26 como inicio 
del transposón. Sin embargo, en este caso fue imposible amplificar esta región, lo que 
sugiere que IS26 se encuentre probablemente desplazado por la inserción de alguna otra 
estructura. En este caso, esta modificación podría eventualmente afectar a la posibilidad 
de que esta estructura se transfiriese entre elementos genéticos mayores, de encontrarse 
afectado o alterado el IS26, pero al encontrarse ya incluida en un plásmido, no afecta a 
la posibilidad de transmisión horizontal de esta resistencia a través de este plásmido.  
Otra de las cepas dobles portadoras de BLEE estudiada, se sale un poco de las enzimas 
más frecuentes. Se trata de una K. pneumoniae portadora de una TEM-4 y una SHV-2, 
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BLEE por cierto ya descrita en otras K. pneumoniae de este trabajo, portadoras 
únicamente de SHV-2.  El transconjugante obtenido, que adquiere únicamente la TEM-
4, muestra un perfil de CIM idéntico para cefotaxima, muy similar para ceftazidima 
pero menor para cefepime, corroborando la transferencia de una única BLEE. El 
plásmido detectado en la cepa original, fue al igual que para las cepas únicas portadoras, 
un A/C, no hallándose ninguno en el transconjugante, lo cual apoya la idea de que la 
SHV-2 va vehiculada en plásmidos A/C (Hrabak, 2009) y que en este caso, la TEM-4 
se moviliza en algún plásmido de grupo de incompatibilidad diferente a los estudiados.  
 
Finalmente, la última de las cepas incluidas en el estudio de entorno genético era una 
cepa portadora de CTX-M-9, de una SHV-12 y de un gen qnr de resistencia a 
quinolonas de codificación plasmídica.  Se trata de la primera ocasión en que describe 
un acúmulo de determinantes de resistencia de este tipo en una enterobacteria.  En este 
caso sí se obtuvo transconjugante, y se trataba además de un transconjugante que 
adquiría el mismo perfil de resistencia que la cepa original, y en la que se encontraron 
los tres genes de resistencia. Se encontró un solo grupo de incompatibilidad 
plasmídica, el HI2, lo que sugiere que los tres genes vayan incorporados en un solo 
plásmido.  
Las características de los entornos genéticos son, en algunos casos, las que eran de 
esperar en función del determinante de resistencia. Así, SHV-12 se encuentra asociada a 
una estructura idéntica a la encontrada en el resto de las SHV-12 descritas en este 
estudio (figura 58), y que es por otra parte la estructura más conservada en la que se 
encuentran habitualmente estos genes, es decir, una estructura contenida entre dos IS26, 
que incorpora, de forma inmediata al IS26 inicial, la enzima SHV, seguida del regulador 
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transcripcional deoR y de los genes pertenecientes al operón ygb hasta ygbL, donde 
queda interrumpido por el segundo IS26.  
La CTX-M-9 presente en esta cepa se encuentra asimismo en una estructura similar a 
estructuras previamente conocidas, en este caso al integrón In60 (figura 85). Se trata, 
como en este caso, de un integrón de clase 1, en el cual, la beta-lactamasa se encuentra 
asociada a un ISCR1, junto con varios genes cassette que les preceden (en este caso, 
dfrA16, aad-A2, qacEΔ y sul1. La única diferencia es que, en este caso, la estructura 
sólo se conserva hasta la orf3, secuenciándose 530 de sus 630 pb. Pero no fue posible 
detectar el IS3000 que se describe en el extremo 3’ de esta estructura. Probablemente se 
haya producido una delección, o una inserción de otros fragmentos desconocidos que 
alejen esta secuencia de inserción. Esta secuencia IS3000 sí es hallada en el entorno 
genético de la CTX-M-9 estudiada en uno de lo E. coli portadores de única BLEE y de 
una TEM-1. En este caso no se obtenía transconjugante y la BLEE se hallaba en una 
típica estructura In60 (figura 69) precedida por un ISCR1. 
En cuanto al gen qnrA1, se encuentra asimismo incluido en una estructura semejante a 
las estructuras en que se ha venido describiendo este grupo de genes, pero con alguna 
diferencia significativa. Al igual que en los casos descritos inicialmente en China 
(Wang, 2003) y en otros descritos con posterioridad (Nordmann, 2005), qnr se 
encuentra incluido en un integrón complejo de la familia In4,  adyacente a ISCR1. A 
diferencia del plásmido descrito originalmente, pMG252, y al igual que en In36 e In37, 
qnr va seguido de un gen ampR. Sin embargo, la estructura encontrada en este estudio, 
presenta dos diferencias fundamentales: por una parte, el extremo 3’ no finaliza de 
forma inmediata en un IS6100, sino que parece estar interrumpida al final de orf6 por 
alguna otra estructura que elimina o aleja a esta secuencia de inserción. Por otra parte, y 
con mayor importancia, la secuencia se encuentra interrumpida hacia el extremo 5’por 
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el IRR de un IS26 seguido de su transposasa (figura 86), lo que produce una deleción en 
ISCR1, y probablemente una introducción en esta posición de otra estructura que aleja 
el extremo 5’ del integrón, incluyendo la integrasa y los diferentes genes cassette que se 
suelen encontrar por encima de ISCR1. Se trata por tanto de un fragmento interrumpido 
en comparación con los que se conocen como portadores de qnr, y que sin embargo 
parece conservar su capacidad de inducir un nivel moderado de resistencia a 
fluoroquinolonas, ya que la transferencia del plásmido origina unos niveles de 






































   
 
CONCLUSIONES 
1. Las cepas aisladas en nuestro medio portadoras de enzimas del grupo SHV, 
tanto en E. coli como en K. pneumoniae, se encuentran sistemáticamente 
asociadas a secuencias de inserción IS26.  En la mayor parte de los casos SHV-
12 se encontró formando parte de un transposón compuesto por dos IS26, pero 
en algunos casos esta estructura se encuentra interrumpida a diferentes niveles 
del operón ygb.  
2. Dentro de las CTX-M, la CTX-M-9 se encuentra asociada a elementos ISCR1, 
tal como se describe habitualmente (Eckert, 2006; Novais  2006). 
3. CTX-M-14 y CTX-M-15 se suelen asociar a elementos ISEcp1, pero no a IS903, 
como se describe con frecuencia en otros estudios (Eckert, 2006; Diestra 2009).  
4. En el presente estudio se ha descrito una nueva enzima del grupo SHV, que 
presenta una mutación de metionina a leucina en la posición 69 como único 
cambio respecto a SHV-1, que mantiene un claro fenotipo de beta-lactamasa de 
espectro extendido, y que se encuentra vinculada a un entorno genético similar a 
los que se suelen describir para el cluster de SHV-5, al que con toda 
probabilidad pertenece. 
5. La presencia de varias enzimas de la misma o de distintas familias no parece 
modificar los entornos genéticos, que se mantienen semejantes a los que 
aparecen en cepas productoras de una sola enzima.  
6. Algunos entornos previamente no descritos, las interrupciones a diferentes 
niveles del operon ygb en los transpososnes compuestos IS26, se encuentran con 
frecuencia tanto en cepas productoras de una como de varias enzimas, y con 
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secuencias idénticas, lo que sugiere que se trata de estructuras que, aunque no 
descritas hasta el momento, son frecuentes en nuestro entorno. 
7. Se describe asimismo una cepa con un acúmulo de genes de resistencia no 
descrito hasta el momento, que incluye enzimas de las clases SHV y CTX-M, y 
un gen qnr de resistencia a fluoroquinolonas. En esta cepa, los tres mecanismos 
de resistencia aparecen asociados en un solo plásmido de gran tamaño. 
8. Esta resistencia aparece asociada tanto a estructuras típicas, como es el caso de 
IS26 para SHV-12, como a estructuras aparentemente alteradas o incompletas, 
como es el caso de la estructura semejante a In60 para CTX-M-9, y sobre todo la 
estructura semejante a In36/In37, pero alterada por la inserción de un IS26 en el 
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